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El trastorno depresivo mayor (TDM) es la enfermedad mental más prevalente y un 
importante problema de salud en la sociedad actual. Aunque su epidemiología, síntomas 
y complicaciones han sido ampliamente documentados, su etiología y fisiopatología 
permanecen aún sin dilucidar. En las dos últimas décadas, se ha recopilado una amplia 
evidencia que apoya el papel de la inflamación como posible factor etiológico de la 
depresión mayor. Además, se ha mostrado repetidamente que los niveles de citoquinas 
pro-inflamatorias están elevados en personas diagnosticadas de TDM, entre ellas, las  
citoquinas IL-1β e IL-18. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se producen estos 
procesos inflamatorios aún no están claros. En los últimos años, las IL-1β e IL-18 han 
adquirido mucha relevancia por su implicación en diversas patologías y su relación con 
algunas caspasas implicadas en la inflamación y la apoptosis, como es el caso de la 
caspasa-1. Precisamente las IL-1β e IL-18, son las principales citoquinas activadas por 
un nuevo sistema inflamatorio conocido como complejo NLRP3-Inflamasoma, un 
complejo protéico considerado como un sensor de estrés intracelular, cuya activación es 
responsable de la inflamación sistémica. En este sentido, en el presente estudio  hemos 
investigado la posible implicación del complejo NLRP3-Inflamasoma (inflamasoma) en 
la fisiopatología del TDM, examinado un aspecto novedoso en relación a  los procesos de 
inmuno-inflamación en la respuesta de estrés y la depresión, y es el hecho de que el 
complejo NLRP3-Inflamasoma pueda constituir un puente entre el estrés psicológico y la 
depresión. Además, hemos analizado la posibilidad de que la modulación de este 
complejo pueda convertirse en un objetivo clave en el tratamiento de este trastorno, así 
como en un biomarcador para evaluar la respuesta al tratamiento antidepresivo en 
pacientes con TDM. Para ello, hemos trabajado en primer lugar con una muestra de 
pacientes con TDM tratados y no tratados con el antidepresivo amitriptilina. Los 
resultados han mostrado que el complejo NLRP3-Inflamasoma se encuentra activado en 
pacientes con TDM, puesto de manifiesto por niveles elevados de la expresión de proteína 
y ARNm de NLRP3 y Caspasa-1 en células mononuclares de la sangre de los pacientes y 
por niveles séricos elevados de IL-1β e IL-18. Además, hemos encontrado que los niveles 
de estas citoquinas correlacionan positivamente con los síntomas depresivos, medidos 
mediante el Inventario de Depresión de Beck (BDI). Los niveles de estrés oxidativo 
también se han encontrado elevados en estos pacientes. El tratamiento con amitriptilina 
redujo la activación del inflamasoma en los pacientes, pero no los niveles de estrés 
oxidativo, llevándonos a pensar que tenía que existir una vía alternativa para la activación 
de este complejo en el TDM que quizás podría ser el estrés psicológico. En este sentido, 
en una segunda parte de nuestro estudio, hemos trabajado con un modelo animal (ratón) 
de depresión inducida por estrés, y los resultados han mostrado que NLRP3-Inflamasoma 
está implicado en la depresión producida como consecuencia del estrés crónico. Nuestro 
trabajo ha mostrado que en ausencia de NLRP3 inflamasoma, el estrés prolongado no 
provoca comportamientos depresivos, ni  activación microglial, ni disminución de la 
neurogénesis del hipocampo. En una tercera parte de nuestro estudio, hemos evaluado el 
efecto que ciertos fármacos antidepresivos, utilizados normalmente en la práctica clínica, 
tienen en la modulación de la activación del inflamasoma, tanto en un modelo invitro de 
células THP-1 estimuladas por ATP, como en un modelo de ratón de depresión inducida 
por estrés, como en una muestra de pacientes con TDM. Los resultados han mostrado que 
los antidepresivos producían una reducción de la activación del inflamasoma manifestada 
a través de una disminución de la expresión protéica y de ARNm de NLRP3 y de IL-1β  
(p17), y de una disminución de los niveles séricos de IL-1β y IL-18. Además, se ha 
observado una interesante correlación negativa entre los niveles de IL-1β y los niveles de 
serotonina en los pacientes tratados. 
Estos resultados proporcionan una nueva comprensión de la patogénesis del TDM y 
señalan al inflamasoma como un posible objetivo para nuevas intervenciones terapéuticas 











8-OHdG: 8-hidroxi-2 'desoxiguanosina 
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DSM-V: Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales Quinta Edición 
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IFN: Interferón  
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MRS: Espectrometría de resonancia magnética  
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NMDA: N-glutamato N-metil-D-aspartato 
NO: Óxido nítrico  
NS: Estrés nitrosidativo 
NT-3: Neurotrofina 3  
NT-4: Neurotrofina 4 
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OMS: Organización Mundial de la Salud  
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PCR: Proteína C-reactiva 
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PFC: Cortex prefrontal 
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RS: Restraint stress 
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TDM: Trastorno depresivo mayor 
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TEC: Terapia electroconvulsiva 
TeCA: Antidepresivo tetracíclico 
TGF-β: Factor de crecimiento transformante β  
TH: Tirosina Hidroxilasa  
TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa  
TrK: Tirosina kinasa 




















































1. INTRODUCCIÓN  
1.1. La depresión mayor: Criterios diagnósticos, incidencia, prevalencia, coste 
socioeconómico y comorbilidad con el suicidio. 
Según el DSM-V (Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales Quinta 
Edición, 2013), el trastorno depresivo mayor (TDM) se caracteriza por la presencia en el 
sujeto que la padece de un estado de ánimo deprimido (triste, abatido, decaído) y/o por la 
pérdida de interés o incapacidad de experimentar placer en casi todas las actividades de 
la vida cotidiana. Unidos a estos síntomas, aparecen otros como los  sentimientos de 
desesperanza y pesimismo, sentimientos de culpa y de inutilidad, alteraciones del sueño, 
alteraciones del apetito, disminución de la energía, agitación o enlentecimiento motor, 
problemas de concentración o toma de decisiones, e ideas recurrentes de suicidio. Para 
que la persona sea diagnosticada de TDM, ha de presentar casi diariamente al menos 
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Fuente: American Psychiatric Association. DSM-V 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) define a la depresión mayor como el más 
común de los trastornos mentales. Calcula que afecta a 121 millones de personas en todo 
el mundo y advierte que una de cada cinco personas llegará a desarrollar un cuadro 
depresivo a lo largo de su vida (WHO, 2007). Además, se prevé que en el 2020 se 
convierta en la segunda causa más común de discapacidad, situándose justo por detrás de 
las enfermedades cardiovasculares (Murray et al., 1997). Aunque las estimaciones sobre 
su prevalencia varían dependiendo de la definición de caso y del tipo de instrumento 
utilizado, se acepta que entre un 2-15% de los individuos padecerán a lo largo de su vida 
una depresión mayor (WHO, 2000). Según los datos del estudio epidemiológico 
ESEMeD, realizado sobre una muestra representativa de la población, en diferentes países 
europeos, entre los que se incluye España, la TDM presenta en nuestro país una  
A. Cinco (o más) de los síntomas siguientes han estado presentes durante el mismo período de dos semanas y 
representan un cambio de funcionamiento previo; al menos uno de los síntomas es (1) estado de ánimo 
depresivo o (2) pérdida de interés o de placer. 
(1) Estado de ánimo deprimido la mayor parte del día, casi todos los días, según se desprende de la información 
subjetiva o de la observación por parte de otras personas. 
(2) Disminución importante del interés o el placer por todas o casi todas las actividades la mayor parte del día, 
casi todos los días (como se desprende de la información subjetiva o de la observación) 
(3) Pérdida importante de peso sin hacer dieta o aumento de peso, o disminución del apetito casi 
todos los días 
(4) Insomnio o hipersomnia casi todos los días. 
(5) Agitación o retraso psicomotor casi todos los días. 
(6) Fatiga o pérdida de energía casi todos los días. 
(7) Sentimiento de inutilidad o culpabilidad excesiva o inapropiada (que puede ser delirante) casi todos los días 
(no simplemente el autorreproche o culpa por estar enfermo). 
(8) Disminución de la capacidad para pensar o concentrarse, o para tomar decisiones, casi todos los días (a 
partir de la información subjetiva o de la observación por parte de otras personas). 
(9) Pensamientos de muerte recurrentes (no solo miedo a morir), ideas suicidas recurrentes sin un plan 
determinado, intento de suicidio o un plan específico para llevarlo a cabo. 
B. Los síntomas causan malestar clínicamente significativo o deterioro en lo social, laboral u otras áreas 
importantes del funcionamiento. 
C. El episodio no se puede atribuir a los efectos fisiológicos de una sustancia o de otra afección médica. 
D. El episodio de depresión mayor no se explica mejor por un trastorno esquizoafectivo, esquizofrenia, trastorno 
esquizofreniforme, trastorno delirante, u otro trastorno especificado o no especificado del espectro de la 
esquizofrenia y otros trastornos psicóticos 







prevalencia-vida del 10,5% y una prevalencia-año del 3,9% (Haro et al., 2006). Estos 
datos concuerdan con los obtenidos en este mismo estudio para el conjunto de la 
población europea que muestra una prevalencia-vida del 12,5% y una prevalencia-año del 
3,9% (Alonso et al., 2004 a). Además, algunos estudios de seguimiento realizados 
informan de que el trastorno depresivo recurre (Kruijshaar et al., 2005) y puede 
cronificarse en el 20-25% de los casos (Alonso et al., 2005; Gilmer et al., 2005). 
Respecto a la carga  económica que ocasiona el trastorno, debemos subrayar que elTDM 
afecta no sólo al paciente, sino al conjunto de la sociedad ya que el impacto económico 
que origina en la comunidad va más allá de los gastos directos relacionados con el uso de 
los recursos sanitarios. Esta enfermedad repercute en el rendimiento laboral de las 
personas que la padecen y conlleva  elevados costes indirectos que se derivan de la 
pérdida de productividad y del absentismo laboral (Ayuso, 2003; Knapp, 2003). En un 
estudio realizado sobre el coste económico de la depresión en Europa (Sobochi et al., 
2006), se ha estimado el coste total en 118 millones de euros, de los cuales la mayor parte 
se debe a los costes indirectos ocasionados por pérdidas de productividad y por bajas 
laborales (61%). Distribuyéndose el resto entre cuidados ambulatorios (19%), 
hospitalizaciones (9%), tratamientos farmacológicos (8%) y mortalidad (3%). En lo que 
se refiere a la carga económica en España, los estudios arrojan un gasto de 5.005 millones 
de euros anuales, con una distribución muy parecida a la europea: 71% costes indirectos 
y 29% costes directos (Sobocki et al., 2006).  
Otro aspecto importante a señalar es que el TDM es uno de los factores más relacionados 
con la conducta suicida (Bernal et al., 2007). Un reciente estudio, pone de manifiesto que 
el 48% de los pacientes deprimidos tienen ideación suicida y que de estos, el 24% han 
llevado a cabo algún intento de suicidio, con la peculiaridad de que en ningún momento 
informaron sobre recibir o sobre la necesidad de recibir algún tipo de tratamiento (Pagura 
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et al., 2009). La OMS ha determinado que alrededor de 58.000 personas se suicidan al 
año en la UE, cifra que supera la de muertes anuales por accidentes de tráfico u 
homicidios. Los estudios en los que se realizan autopsias verbales de los fallecidos por 
suicidio (entrevistas realizadas a  familiares y médicos de cabecera de los fallecidos) 
demuestran que la depresión es el antecedente principal en el 30-45% de los suicidios 
consumados (Ayuso, 2004). 
En lo que respecta a las causas de la enfermedad, hay que señalar que son desconocidas, 
aunque todo apunta a que existe una interacción de factores biológicos, psicológicos y 
sociales. Desde el punto de vista biológico, son varias las aproximaciones que intentan 
esclarecer la etiología y la fisiopatología de esta enfermedad, a continuación haremos una 
breve descripción de las  más aceptadas hasta la fecha. 
1.2. Las monoaminas en la depresión. 
El hecho de que la mayoría de las neuronas noradrenérgicas, serotoninérgicas y 
dopaminérgicas están localizadas en el cerebro medio y en los núcleos del tronco cerebral 
y que desde allí proyectan hacia casi la totalidad del cerebro, sugiere que los sistemas 
monoaminérgicos están implicados en la regulación de una dilatada gama de funciones 
cerebrales entre las que se encuentran, la atención, el sueño, el apetito, la cognición y el 
estado de ánimo. La investigación en esta área ha mostrado que casi cualquier compuesto 
que actúe elevando las concentraciones de monoaminas en la hendidura sináptica, ya sea 
aumentando su producción, o inhibiendo su recaptación o su degradación, es un efecto 
antidepresivo clínicamente eficaz (Belmaker et al., 2008). Estas observaciones han 
llevado al desarrollo de la teoría de la depresión farmacológicamente más relevante que 
se la conoce como la hipótesis monoaminérgica. Las monoaminas son el grupo principal 





distinguir dos grupos. Uno sería el grupo de las catecolaminas (derivadas del aminoácido 
tirosina), en este grupo se incluyen principalmente la noradrenalina (NA) y la dopamina 
(DA). Y el otro es el grupo de las indolaminas (derivas del aminoácido triptófano) en el 
que se incluye la serotonina (5-HT). 
Estas primeras hipótesis biológicas de la depresión se centraron principalmente en los 
neurotransmisores NA y 5-HT, conociéndose como la hipótesis de la deficiencia 
catecolamínica (Schildkraut, 1965; Bunney et al., 1965) y la hipótesis de la deficiencia 
indolamínica (Coppen, 1967; Lapin y Oxenkrug, 1969), respectivamente. 
La hipótesis catecolamínica postula que la depresión sería el resultado de un déficit 
central de NA, mientras que la manía podría deberse a un exceso cerebral de este 
neurotransmisor. Esta hipótesis se basa en la observación de que ciertos fármacos con 
efecto estimulante-antidepresivo como las anfetaminas, el salbutamol, los antidepresivos 
tricíclicos, etc, ejercen un efecto activador de la NA y producen un aumento de la 
concentración sináptica de este transmisor, mientras que otros compuestos que reducen 
la NA, como la reserpina, provocan síntomas depresivos. 
La hipótesis indolamínica hace referencia a un déficit cerebral de 5- HT como 
responsable de la depresión. Esta hipótesis se fundamenta en los hallazgos de la 
utilización del fármaco reserpina como antihipertensivo. Este alcaloide, vaciaba los 
depósitos interneuronales de serotonina, provocando depresión en un porcentaje elevado 
de pacientes hipertensos (Goodwin et al., 1971). Además, los fármacos que aumentaban 
la concentración sináptica de serotonina como la 5- hidroxitriptamina, el L- triptófano, 
los antidepresivos tricíclicos y los IMAOS (inhibidores de la monoaminooxidasa) 
producían una mejoría de la sintomatología depresiva. En un principio esta hipótesis 
serotoninérgica fue postulada sin una clara demostración de correlatos neurobioquímicos 
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centrales (Coppen, 1967), sino más bien basándose en estudios de variables relacionadas 
con la disfunción serotoninérgica periférica plaquetaria (Van Praag, 2006). Fue con la 
aparición de técnicas más modernas, con las que se produjo la extrapolación de esta 
hipótesis al funcionamiento del sistema nervioso central, y fue entonces cuando Carlsson 
y sus colaboradores describieron cómo los antidepresivos tricíclicos bloqueaban la 
captación cerebral de serotonina (Carlsson et al.,1968), permitiendo de esta forma que 
Lapin y su equipo (Lapin et al., 1969) postularan de forma definitiva la teoría 
serotoninérgica de la depresión frente a la hipótesis catecolaminérgica, argumentando que 
un déficit de serotonina intersinápticoen ciertas regiones cerebrales se encontraba detrás 
de los síntomas depresivos. Posteriormente, se constataría que los antidepresivos 
tricíclicos y la terapia electroconvulsiva aumentaban la eficiencia de la transmisión 
serotoninérgica, principalmente la mediada por los receptores 5HT-1A, ya sea por 
sensibilización de los receptores post-sinápticos, ya sea por desensibilización de los 
receptores presinápticos, que de forma habitual producen una reducción de la liberación 
de serotonina en la hendidura sináptica,  u ocasionan una inhibición de la frecuencia en 
la tasa de descarga de las neuronas serotoninérgicas (Blieret al., 1994). Con todos estos 
hallazgos, se concluyó que la disminución de la concentración sináptica de serotonina en 
ciertas  regiones del cerebro, es una de las causas bioquímicas de los trastornos 
depresivos.  
A pesar del gran avance que supusieron estas teorías monoaminérgicas para el estudio de 
la etiopatogenia de la depresión y del mecanismo de acción de los fármacos 
antidepresivos, pronto se empezó a plantear que estas hipótesis sólo representaran una 
pequeña parte en relación al funcionamiento de estos psicofármacos. De esta manera 
surgió la hipótesis de los cambios adaptativos de los receptores, en los años ochenta 





conduciría a una regulación compensatoria en la funcionalidad y/o en el número de sus 
receptores (Sulser et al., 1978), (Charney et al., 1981), (Henninger et al., 1987). 
Los receptores de serotonina que más se han estudiado en relación con la depresión son 
los 5 HT-1A y los 5HT-2A. A pesar de las controversias existentes entre los distintos 
estudios, en líneas generales, argumentan que las personas con depresión muestran 
alteraciones en los receptores 5HT-1A y 5 HT-2A, o en sus mecanismos de transducción. 
Estas investigaciones sugieren, con limitaciones, que en el trastorno depresivo existe un 
incremento de la densidad de los receptores 5 HT-2A (alta regulación) en el córtex frontal 
(Ferrieret al, 1996; Hrdina PD et al., 1993) y en  plaquetas (Bakish D et al., 1997; Serres 
F et al., 1999), y una disminución de la funcionalidad de los receptores 5HT-1A y 5HT-
2A. Las investigaciones sobre la densidad de los receptores 5HT-1A centrales son pocas 
y arrojan resultados controvertidos (Stahl et al., 1994), pero en conjunto, sugieren que no 
existen diferencias relevantes en la densidad de estos receptores en la corteza de sujetos 
depresivos aunque sí un incremento de los receptores presinápticos en los núcleos del 
rafe. Este incremento de la densidad 5HT-2A en sujetos con depresión, podría 
interpretarse como un mecanismo compensatorio del déficit de serotonina o de la menor 
funcionalidad de este receptor en el trastorno depresivo. En lo que respecta a los estudios 
funcionales hay que subrayar que la aparición de diferencias en sujetos afectos de 
depresión no han de interpretarse  como secundarias a alteraciones en el número o en la 
estructura de los receptores estudiados únicamente, sino que han de considerarse la 
existencia de alteraciones en otros puntos de la cascada de acontecimientos que se 
desencadena tras la estimulación del receptor. De esta forma, alteraciones en los segundos 
y terceros mensajeros, esto es, en el mecanismo de transducción, podrían producir de la 
misma manera, modificaciones de la respuesta fisiológica (Duman et al., 1997). 
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A pesar de que las teorías clásicas de la neurobiología de la depresión se han centrado 
fundamentalmente en la serotonina y la noradrenalina, ha aparecido un creciente interés 
en estudiar el papel que puede desarrollar la dopamina (Nutt, 2006). En este sentido se ha 
observado que ciertos inhibidores de la recaptación de la dopamina, como la  nomifensina 
y ciertos agonistas de los receptores de la dopamina, como el pramiprexol han tenido 
efectos antidepresivos en pacientes con TDM (Goldberg et al., 2004). 
Para finalizar, hay que señalar que aunque estas teorías monoaminérgicas aún siguen 
vigentes y continúan estudiándose, la observación de la resistencia total o parcial de los 
pacientes a los fármacos antidepresivos, y el retraso en la aparición de los efectos, sugiere 
que la disfunción de los sistemas de neurotransmisores monoaminérgicos podría ser sólo 
una consecuencia de una causa más primaria en la etiología de la depresión mayor. Esto 
ha dado lugar al desarrollo de nuevas investigaciones y nuevas teorías que atribuyen la 
fisiopatología de la depresión a diversos factores entre los que se encuentran: una 
interacción entre los genes y los estresores psicosociales; alteraciones cerebrales 
estructurales y funcionales en la corteza prefrontal subgenual y el hipocampo; 
disminución de los factores neurotróficos y de la neurogénesis; desregulación de las  
hormonas del estrés; alteración glutamatérgica y de la neurotransmisión gabaérgica; y por 
último, la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo/nitrosidativo y la neuroinflamación 









1.3. Influencias genéticas en el TDM. 
La depresión mayor, como otras muchas enfermedades, se encuentra dentro del grupo 
conocido como enfermedades genéticamente complejas, en las que tanto los factores 
genéticos como los ambientales desempeñan un papel crucial en su etiología. 
Los estudios de familia, de gemelos y de adopción proporcionan evidencia muy sólida y 
consistente de que el TDM es un trastorno familiar y de que esta familiaridad es en su 
mayoría debida a factores genéticos. Estos estudios muestran que la influencia de los 
factores genéticos es de alrededor de 30 a 40% (Sullivan et al., 2000). El 60-70% restante 
son efectos específicos en el individuo de la interacción entre los genes y el ambiente. 
Estos efectos son en su mayoría eventos adversos ocurridos en la infancia, o 
acontecimientos estresantes en curso, entre los que se incluyen problemas matrimoniales, 
divorcios y el bajo apoyo social, entre otros (Kendler et al., 2002, 2006). 
En la búsqueda de los genes de riesgo que predisponen a la depresión, los estudios 
clásicos de ligamiento han favorecido la identificación de regiones cromosómicas de 
riesgo y, de esta forma, identificar algunos genes candidatos, no sólo por su posición en 
el genoma sino también por su función. Algunas de estas regiones detectadas son por 
ejemplo, la región cromosómica 11pter-p15 del cromosoma 11 que contiene genes que se 
han considerado candidatos para el TDM como es la  Tirosina Hidroxilasa (TH), crucial 
para la síntesis de dopamina (Zubenco et al., 2003), o la región cromosómica 17q11.2,  
que contiene el gen transportador de serotonina (SLC6A4) (Middeldorp, 2009). 
Igualmente, los estudios de asociación han descrito que cierto grado de variabilidad 
genética, asociada fundamentalmente a genes del sistema serotoninérgico, parece estar 
influyendo en el riesgo para desarrollar la enfermedad y para ciertos aspectos clínicos 
como la respuesta al tratamiento con antidepresivos (Serretti et al., 2004). A este respecto, 
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uno de los genes más estudiados ha sido SLC6A4 que codifica para el transportador de 
serotonina y tiene un polimorfismo (5-HTTLPR) en la zona promotora con dos variantes 
alélicas: la 484(S) y la 528(L). Estudios llevados a cabo in vivo han puesto de manifiesto 
que la presencia del alelo corto 484 se asocia con una menor expresión del gen, y como 
consecuencia, con una disminución del  número de transportadores de serotonina en la 
membrana neuronal (Lesch et al., 1996; Heils et al., 1997; Egan et al., 2003). Otros 
estudios han relacionado la presencia del alelo corto del polimorfismo 5-HTTLRP tanto 
con la severidad de la depresión (Gutiérrez et al.,  1998; Baca et al., 2002) como con una 
mayor vulnerabilidad para padecer este trastorno cuando se ha sufrido maltrato infantil 
(Gutiérrez et al., 1998; Kendler et al, 2004; Caspi et al, 2003). 
 Los estudios de interacción gen-ambiente (GxA), han subrayado la importancia de los 
factores ambientales en el riesgo para padecer depresión. Aunque el papel de los 
acontecimientos vitales estresantes a lo largo de la vida como los sentimientos de pérdida, 
la humillación, la frustración o el maltrato infantil, en el incremento del riesgo de sufrir 
depresión, ya está ampliamente documentado en la bibliografía ( Kendler et al., 1999; 
Pine et at., 2002), los estudios de interacción GxA han puesto de manifiesto que el 
impacto de estos acontecimientos adversos sobre la neurobiología del cerebro estaría 
moderado por cierta variabilidad genética individual (Caspi et al.,2003). De acuerdo con 
estos estudios, las personas difieren en su sensibilidad a los factores ambientales adversos, 
de esta manera las personas que son genéticamente vulnerables tendrán más riesgo de 
padecer  depresión cuando se exponen a la misma dosis de cierto factor de riesgo 
ambiental que las personas que no lo son (van Os et al., 2010). En este sentido, Caspi y 
colaboradores realizaron un estudio en el que analizaban las interacciones genético-
ambientales en la etiología de la depresión mayor y encontraron que los portadores del 





experimentado sucesos estresantes en su infancia y juventud, manifestaban más síntomas 
y episodios depresivos y comportamiento suicida a los 26 años (Caspi et al., 2003). Con 
este estudio, Caspi y su equipo se convirtieron en los primeros en demostrar 
empíricamente esta interacción gen-ambiente (Caspi et al., 2003), aunque el papel de este 
polimorfismo sobre el riesgo de padecer depresión todavía está a debate (Risch et al., 
2009; Munafo et al., 2009; Sen et al., 2010). El impacto que estos acontecimientos 
suponen sobre la biología del cerebro se ve moderado por una cierta variabilidad genética 
individual, de esta manera, la bibliografía señala que tanto el gen que codifica para el 
transportador de serotonina (Caspi et al., 2003; Kendler et al., 2005) como el que codifica 
para el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) (Kaufman et al., 2006; Wichers 
et al., 2008) desempeñan un papel fundamental en la modulación del impacto del maltrato 
y del riesgo de desarrollar sintomatología depresiva en la edad adulta (Aguilera et al., 
2009). En este sentido, las experiencias tempranas adversas podrían alterar el desarrollo 
del eje hipotálamo-hipófisis adrenal (HPA), además de alterar las respuestas 
neurobiológicas al estrés en la vida adulta, lo que predispondría al sujeto a padecer 
depresión (Gelder et al. ,2006). 
Por su parte, los estudios de asociación de genoma completo (GWAS) han abierto una 
nueva vía en la investigación de la relevancia de los factores genéticos en la etiología de 
la depresión. Si bien, aunque los resultados obtenidos de los estudios GWAS han 
permitido identificar algunos posibles genes candidatos para la enfermedad (Shi et al., 
2011; Lewis et al., 2010), no han conseguido reproducir la asociación de determinados 
genes candidatos detectada anteriormente por los estudios clásicos de asociación.   
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1.4. Alteraciones cerebrales estructurales y funcionales en el TDM. 
 El desarrollo de técnicas de neuroimagen ha permitido estudiar las anomalías 
estructurales y funcionales en la vida de los pacientes deprimidos. Desafortunadamente, 
debido al pequeño tamaño de las muestras utilizadas y a su heterogeneidad y a la gran 
variedad de técnicas de imagen utilizadas, se hace difícil identificar de forma consistente 
regiones neuronales relacionadas con anomalías funcionales o estructurales en el TDM 
(Fitzgerald et al., 2008). Pese a esto, las anormalidades estructurales y funcionales 
halladas en la corteza cingulada subgenual izquierda, el córtex prefrontal y el hipocampo 
son los hallazgos neuroanatómicos más sólidos en el TDM (Hercher et al., 2009; 
Koolschijn et al., 2009; Campbell et al., 2006). 
1.5. Neurotrofinas y depresión. 
Los estudios de neuroimagen e histológicos ponen de manifiesto alteraciones 
estructurales y de la plasticidad sináptica en diferentes regiones cerebrales de los 
pacientes con TDM. Desde el punto de vista fisiopatológico, estas alteraciones podrían 
impedir la adecuada adaptación del cerebro a la diferente estimulación ambiental 
(Duman, 2002). Así, se ha dirijido la atención hacia el papel de las  neurotrofinas en la 
depresión, ya que éstas son factores de supervivencia de las neuronas de vital relevancia 
para el establecimiento y mantenimiento de los circuitos neurales tanto en la etapa de 
desarrollo, como en la etapa adulta del individuo (Oliveira et al., 2013; Jiang et al., 2013). 
Las neurotrofinas constituyen una familia de cuatro factores de crecimiento distintos: el 
factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro 
(BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4 (NT-4). Una vez unidas a los 
receptores de membrana de las neuronas diana, las neurotrofinas inducen la activación de 





Cada neurotrofina se une específicamente con alta afinidad a ciertos miembros de la 
familia de receptores de la tirosina kinasa  (TrK). De esta forma, NGF se une a TrkA, 
BDNF y NT-4 se unen a TrkB, y NT-3 se une a TrkC con alta afinidad y a TRkA y TrKB 
con baja afinidad. Adicionalmente, todas las neurotrofinas se unen con baja afinidad a 
p75 (NTR), un receptor diferente que se encarga del almacenamiento y del transporte de 
neurotrofinas, además de promover la muerte neuronal para esculpir circuitos neurales 
durante el desarrollo (Villanueva, 2013). 
Las investigaciones realizadas en los últimos años han puesto de manifiesto que el BDNF 
ejerce un papel fundamental en la patogénesis de la depresión (Dwivedi, 2009; Lee et al., 
2010). Estudios preclínicos iniciales realizados con ratas sometidas a estrés crónico, han 
encontrado niveles disminuidos de la expresión de BDNF en el hipocampo y en el giro 
dentado (Smith et al., 1995).La expresión de BDNF y del receptor TrKB aparece reducida 
en muestras post-mortem de sujetos con TDM (Tripp et al., 2012) y en los linfocitos de 
estos pacientes tras un período de retirada de la medicación (Pandey et al., 2010).Los 
niveles séricos de BDNF también disminuyen en estos pacientes(Karege et al., 2002; Kim 
et al., 2007) y se ha señalado que cierto polimorfismo en el gen BDNF puede ser 
predictivo de la cronicidad de la depresión (Lee et al., 2013).Por otra parte, se ha 
encontrado en modelos animales y humanos que ciertas terapias antidepresivas, como la 
terapia electroconvulsiva (TEC) y la estimulación magnética transcraneal repetitiva 
aumentan los niveles de BDNF(Gonul et al., 2005; lanng et al., 2006).  
La expresión del receptor de TrKB también se ha visto aumentada tras recibir tratamiento 
con TEC y fármacos antidepresivos (Nibuya et al, 1995). 
 El BDNF se forma mediante la escisión proteolítica de una proteína precursora 
denominada pro-BDNF que puede unirse al receptor de baja afinidad p75NTR y ejercer 
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un efecto contrario al de la señalización de BDNF / TrkB (Zagrebelsky et al., 2005; Woo 
et al., 2005).Acorde con esto se ha encontrado que la expresión de proBDNF y de 
p75NTR están regulados a la alza  en el TDM (Zhou et al., 2013). 
En conjunto, estos hallazgos ofrecen evidencia sobre la implicación causal de BDNF en 
la etiopatogenia del TDM. No obstante, hay que mencionar que estudios realizados con 
ratones heterocigotos que tienen silenciado el gen que codifica para BDNF no presentan 
comportamiento depresivo (MacQueen et al., 2001). 
1.6. Las hormonas del estrés y la depresión mayor. 
El TDM va acompañado de una respuesta de mala adaptación al estrés debido a la 
disfunción del eje hipotálamo-hipofisario-adrenal (HPA) (Ströhle et al., 2010; Watson et 
al., 2006; Holsen et al., 2013). La alteración de la dinámica hormonal es bastante 
frecuente en el TDM y puede preceder a la aparición del mismo (Harlow et al., 2003), 
apoyando esto la participación del eje HPA en esta enfermedad (Young et al.,2002). La 
hormona liberadora de corticotropina (CRH) es liberada por el hipotálamo en respuesta a 
la percepción del estrés psicológico. Esta hormona induce la secreción de corticotropina 
por parte de la hipófisis que a su vez estimula a la glándula suprarrenal para liberar cortisol 
en el plasma. Entre las alteraciones hormonales más observadas en los pacientes con 
TDM se incluyen  el deterioro de la inhibición de la liberación de cortisol por 
dexametasona (Rush et al., 1996; Sher et al., 2013; Ising et al., 2007),elevados niveles de 
cortisol y una respuesta exagerada de la secreción de cortisol frente a factores estresantes 
psicosociales (Villanueva, 2013). 
Independientemente de si estas alteraciones son primarias o secundarias al TDM, es 





glucocorticoides interfieren con la neurogénesis normal del hipocampo (Anacker et al., 
2013) favoreciendo de así el desarrollo de esta enfermedad.  
Hay bastantes pruebas que señalan que la hormona CRH desempeña un importante papel 
en la patogénesis de ciertos tipos de depresión. Niveles elevados de CRH han sido 
detectados en el líquido cefalorraquídeo de algunos sujetos deprimidos (Nemeroff  et al., 
1984). Estudios llevados a cabo con muestras de cerebro post-mortem de pacientes 
depresivos, han hallado un aumento del número de neuronas secretoras de CRH en 
regiones del sistema límbico (Raadsheer et al., 1994). Además, CRH ocasiona una serie 
de alteraciones fisiológicas y de comportamiento que se asemejan mucho a los síntomas 
de depresivos, entre los que se encuentran alteraciones del sueño, del apetito, alteraciones 
psicomotoras y disminución del deseo sexual (Nemeroff et al., 1996). También hay 
resultados preliminares que muestran que los antagonistas del receptor CRH1reducen los 
síntomas depresivos (Holsboer et al., 2008). 
1.7. Las hipótesis glutamatérgicas y GABAérgicas de la depresión. 
El ácido gamma-aminobutírico (GABA), es el principal neurotransmisor inhibitorio del 
cerebro. Una serie de estudios realizados con espectroscopia de resonancia magnética han 
mostrado una reducción del GABA en la corteza prefrontal y occipital en la depresión 
aguda (Hasler et al., 2007). Esto podría ser el reflejo del efecto del estrés agudo, ya que 
está demostrado que el estrés psicológico parece inducir una regulación pre-sináptica a la 
baja de la neurotransmisión GABAérgica pre-frontal (Hasler et al., 2010). Otros trabajos 
describen que el estrés crónico puede provocar una reducción de la función del receptor 
GABA-A, muy probablemente por la inducción de cambios en la síntesis de esteroides 
neuro-activos (Eser et al., 2006). Sin embargo, tanto los estudios estudios que encuentran 
concentraciones normales de GABA en la corteza prefrontal de pacientes con episodios 
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depresivos en remisión (Hasler et al., 2005) como los que describen la falta de efectos de 
la drogas GABAérgicas sobre los síntomas depresivos (Birkenhager et al., 1995) suponen 
evidencias contradictorias para la hipótesis GABAérgica de la depresión. 
Por su parte, el glutamato, el neurotransmisor excitatorio por excelencia del cerebro, 
también presenta niveles alterados en el TDM. Estudios de neuroimagen han puesto de 
manifiesto que en el cerebro de los pacientes depresivos hay concentraciones elevadas de 
este neurotransmisor (Hasler et al., 2007). Los fármacos que actúan induciendo una 
inhibición de la liberación de glutamato, como el riluzol y la lamotrigina, han demostrado 
tener propiedades antidepresivas (Kendell et al., 2005).Otro fármaco, como la ketamina 
que actúa como antagonista de los receptores de glutamato N-glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA) produce un fuerte y rápido efecto antidepresivo, incluso con una sola 
dosis, en pacientes depresivos que presentan resistencia al tratamiento (Zarate et al., 
2006). Los estudios realizados con muestras post-mortem dan prueba de la existencia de 
una señalización anormal de NMDA en estos pacientes (Feyissa et al., 2009). En los 
últimos años, se está estudiando el papel del receptor de glutamato 5 metabotrópico en el 
TDM (Deschwanden et al., 2009). 
1.8. Disfunción mitocondrial, estrés oxidativo/nitrosidativo e inflamación en la 
depresión.  
Dado que hasta la actualidad, las teorías formuladas sobre el origen de la depresión no 
dan una explicación exacta de las causas de la misma, en los últimos tiempos, han surgido 
nuevas líneas de investigación que subrayan el papel que la disfunción mitocondrial, el 







1.8.1. Sobre la mitocondria y la disfunción mitocondrial. 
La mitocondria es un orgánulo dinámico que desempeña un papel central en numerosas 
funciones celulares, entre las que se encuentran la producción de energía (ATP), calor y 
el mantenimiento de la homeostasis del calcio intracelular (Figura 1). Además, las 
mitocondrias son las responsables de la formación de especies reactivas de oxígeno 











Figura 1. Estructura de la mitocondria. La estructura de la mitocondria está constituida por una doble 
membrana, la molécula circular de ADN, situada en la matriz, así como la cadena respiratoria mitocondrial 
donde se desarrolla la fosforilación mitocondrial a partir de los sustratos derivados del metabolismo del 
piruvato y los ácidos grasos. Modificado de Cohen & Gold, 2001. 
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La principal función metabólica de la mitocondria es la fosforilación oxidativa, un 
proceso de generación de energía que acopla la oxidación de sustratos respiratorios con 
la síntesis de ATP (Pieczenik & Neustadt, 2007). La cadena respiratoria mitocondrial está 
compuesta de cinco complejos multienzimáticos. El transporte de electrones entre los 
complejos I y IV está acoplado a la extrusión de protones a través de la membrana interna 
mitocondrial por los componentes de la bomba de protones de la cadena respiratoria. Este 
movimiento de protones crea un gradiente electroquímico a través de la membrana 
mitocondrial interna. Los protones vuelven a la matriz mitocondrial a través de la ATP 
sintasa que utiliza la energía obtenida de este modo para sintetizar ATP a partir de ADP 
(Adenosín difosfato) y de fosfato inorgánico.  Tanto el ADN mitocondrial como el ADN 
nuclear codifican para los componentes polipeptídicos de estos complejos. Como 
consecuencia, las mutaciones en cualquiera de estos genomas pueden causar disfunción 
en la cadena respiratoria mitocondrial que deterioraría el transporte de electrones y/o 
protones y  disminuiría la síntesis de ATP. Las enfermedades genéticas primarias o 
secundarias que afectan a la cadena respiratoria mitocondrial o las disfunciones 
mitocondriales secundarias, suelen afectar principalmente al cerebro y al músculo 
esquelético debido a sus elevadas necesidades energéticas. Además de los complejos 
enzimáticos de la cadena respiratoria mitocondrial, dos transportadores de electrones 
como la coenzima Q10 (CoQ10) y el citocromo C, son esenciales para la síntesis 
mitocondrial de ATP. La CoQ10 se encarga de transportar los electrones de los complejos 
I y II al III y es esencial para la estabilidad del complejo III (Figura 2). La CoQ10 también 
funciona como un antioxidante que protege a las células tanto por la eliminación directa 
de los ROS, como por la regeneración de otros antioxidantes como las vitaminas C y E 






Figura 2. Cadena respiratoria mitocondrial. Los complejos multiprotéicos se sitúan en la membrana interna 
mitocondrial donde se realiza el transporte de electrones que generarán un gradiente de protones a lo largo 
de la membrana permitiendo la síntesis de ATP. El CoQ actúa como transportador de electrones, 
transfiriéndolos de los complejos I y II al complejo III, que a su vez los cede al citocromo c. El complejo 
IV cede los electrones del citocromo a C al O2 para formar H2O2. Al mismo tiempo se desarrolla un flujo 
de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana que produce un gradiente 
electroquimíco que permite la síntesis de ATP mediante la formación de un enlace de alta energía entre 
ADP y fosfato. Modificado de Cohen & Gold, 2001. 
 
La CoQ10 también funciona como un antioxidante que protege a las células tanto por la 
eliminación directa de los ROS, como por la regeneración de otros antioxidantes como 




Elisa Isabel Alcocer Gómez 
26 
 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS). 
Además de energía, la fosforilación  oxidativa mitocondrial también genera ROS y RNS. 
Cuando existen deficiencias en la cadena respiratoria mitocondrial, el exceso de 
electrones de los complejos I y III, pueden pasar directamente a O2 para generar el anión 
superóxido (O2
-). El superóxido se transforma posteriormente en peróxido de hidrógeno 
(H2O2) por las enzimas de desintoxicación manganeso superóxido dismutasa (MnSOD) 
o cobre/zinc superóxido dismutasa (Cu/ZnSOD), y luego a agua por la catalasa, 
glutationperoxidasa (GPX) o peroxidroxin III (III PRX). Sin embargo, cuando estas 
enzimas no pueden convertir los ROS como el radical superóxido a agua lo 
suficientemente rápido, el daño oxidativo se produce y se acumula en la mitocondria. Si 
el H2O2 se encuentra con un metal de transición reducido, o se mezcla con O2
-, el H2O2 
puede reducirse aún más a radical hidroxilo (OH•) que es el agente oxidante más potente 
entre los ROS. De forma adicional, el óxido nítrico (NO) se produce dentro de las 
mitocondrias por la óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS) y se difunde libremente 
en la mitocondria desde el citosol. El NO reacciona a continuación con el O2
- para 
producir peroxinitrito (ONOO-). Estos dos radicales junto con otros, pueden ocasionar 
alteraciones severas a la mitocondria y otros componentes celulares (Turrens, 2003). 
En condiciones fisiológicas normales, la producción de ROS está bastante regulada. Sin 
embargo, si la cadena respiratoria está inhibida, o ciertos componentes claves de la misma 
como el CoQ10 son deficientes, los electrones acumulados en los transportadores de la 
cadena, aumentan considerablemente el número de electrones desapareados que son 
transferidos a O2 para generar O2
-. Una producción excesiva de ROS mitocondrial puede 
exceder la defensa antioxidante celular y el daño acumulado puede, en última instancia, 
destruir la célula por necrosis o por apoptosis. Además, los ROS tienen un papel bien 





tales como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y las interleuquinas, se han asociado 
con la disfunción mitocondrial y el aumento de la generación de los ROS (Naik y Dixit, 
2011). 
El daño a la mitocondria es causado principalmente por los ROS generados por las propias 
mitocondrias. Dentro de la mitocondria, los componentes que son particularmente 
vulnerables a los radicales libres son los lípidos, las proteínas, las enzimas de la 
fosforilación oxidativa y el ADN mitocondrial (Tanaka et al, 1996). 
1.8.2. Disfunción  metabólica mitocondrial en el TDM. 
El hecho de que las mitocondrias jueguen un papel fundamental en muchos de los 
procesos biológicos que se han relacionado con  la depresión, ha llevado a muchos autores 
a proponer que  la disfunción mitocondrial podría contribuir a la fisiopatología de la 
depresión mayor (Manji et al.,  2012; Gardner y Boles, 2011). 
Entre las pruebas experimentales que dan apoyo a la existencia de una disfunción 
metabólica mitocondrial en el TDM, se encuentran las siguientes:  
1.8.2.1. La presencia de alteraciones psiquiátricas en personas con deficiencias 
mitocondriales. 
La depresión no es infrecuente, incluso a veces, es la única manifestación clínica 
presentada por los pacientes con trastornos mitocondriales (DiMauro y Schon, 2008). En 
varias revisiones realizadas sobre la medicina mitocondrial, aparece la depresión entre las 
manifestaciones más frecuentes de los trastornos mitocondriales (Chinnery y Turnbull, 
1997; Finsterer, 2004). Las características cognitivas que presentan los pacientes con 
trastornos mitocondriales son básicamente impedimentos de la función ejecutiva, las 
alteraciones de la atención, de la memoria, del procesamiento viso-espacial y la función 
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psicomotora (Bosbach et al, 2003; Turconi et al., 1999),  características todas ellas 
compartidas con los pacientes que tienen el diagnóstico de trastorno depresivo (Lee et al., 
2009; Snayder, 2013). 
Dado que la prevalencia de las enfermedades mitocondriales es baja, aproximadamente 1 
de cada 5000 (Anglin et al 2012a), los estudios que se han realizado para analizar la 
prevalencia de las enfermedades psiquiátricas y más concretamente de depresión, en 
personas con desórdenes mitocondriales,  presentan el inconveniente de contar con un 
reducido tamaño de la muestra. A pesar de esta limitación, existen pruebas experimentales 
de que las personas con trastornos mitocondriales conocidos presentan tasas más elevadas 
de trastornos psiquiátricos que la población general. 
El estudio más extenso realizado hasta la fecha, llevado a cabo en 36 sujetos con diversas 
enfermedades mitocondriales (Fattal et al., 2007) demostró una tasa de prevalencia vital 
del 70% de determinadas enfermedades psiquiátricas. Entre estas enfermedades se 
encontraba la depresión mayor en el 54% de los casos, el trastorno bipolar en el 17% de 
los casos, y el trastorno de pánico en el 11%. Estas tasas de prevalencia fueron 
significativamente mayores que las encontradas en la población general y similar a las de 
sujetos con epilepsia y cáncer. Los pacientes con comorbilidad psiquiátrica eran en 
promedio mayores, tenían más condiciones médicas asociadas, mayor número de ingresos 
hospitalarios, y menor calidad de vida que los pacientes  con enfermedades 
mitocondriales que no presentaban comorbilidad psiquiátrica. Otro dato destacado fue 
que los síntomas psiquiátricos precedieron al diagnóstico de trastorno mitocondrial en un 
promedio de 7,5 años. Los autores han sugerido que el etiquetado de ciertos pacientes 
psiquiátricos como "psicosomáticos" puede haber retrasado la búsqueda de otras 
etiologías, ya que esta etiqueta puede haber llevado a los clínicos a ignorar signos y 





mitocondrial, creyendo que eran simplemente reflejos de la presentación psiquiátrica. Por 
este motivo, estos mismos autores llegaron a la conclusión de que los psiquiatras deberían 
considerar la posibilidad de una enfermedad mitocondrial en aquellos pacientes que 
cursan con múltiples signos y síntomas físicos que encajan en el espectro de los trastornos 
mitocondriales (Fattal et al., 2007). 
En otro estudio realizado con niños y adolescentes (Koene et al., 2009), la depresión 
mayor se encontró en 5 de 35 niños (14%) diagnosticados de diversos trastornos 
mitocondriales con mutaciones genéticas identificadas. Lo que llevó a estos autores a 
concluir que el metabolismo energético anormal del sistema nervioso central podría ser 
un factor determinante en el desarrollo de la depresión en los pacientes con enfermedades 
mitocondriales. Esta tasa encontrada por Koene y sus colaboradores es mayor que la tasa 
de depresión pediátrica en la población general que varía entre el 3 y el 4% en niños y 
adolescentes (Merikangas et al., 2010). 
En una revisión de la literatura sobre las manifestaciones psiquiátricas encontradas en los 
trastornos mitocondriales (Anglin et al., 2012), los autores encontraron que de los 50 
casos clínicos revisados, el trastorno depresivo mayor fue  el diagnóstico más prevalente, 
habiéndose encontrado en 22 de los 50 informes, o lo que es lo mismo, en el 44% de los 
casos. 
Smits y colaboradores (2011), hicieron un estudio con 28 sujetos que estaban 
diagnosticados de oftalmoplejía externa progresiva dominante (CPEO), uno de los 
trastornos mitocondriales más comunes en adultos, y descubrieron que la depresión estaba 
presente en aproximadamente un tercio de los mismos. Además la frecuencia de depresión 
era mayor (32,1 frente a 7,1%) que la encontrada en sujetos que padecían distrofia 
miotónica tipo 1(DM1) que es una enfermedad crónica e incapacitante pero no 
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mitocondrial. En otros estudios realizados en CPEO, los autores encontraron que los 
síntomas depresivos aparecieron varios años antes del diagnóstico de la enfermedad 
mitocondrial (Suomalainen et al., 1992). 
Mutaciones en C10ORF2 y POLG1, dos genes nucleares que regulan la función 
mitocondrial, también han sido implicadas en los trastornos del estado de ánimo (Van 
Goethemet al., 2003; Mancuso et al., 2004). 
Otra enfermedad mitocondrial en la que aparecen muy frecuentemente síntomas 
psiquiátricos es en MELAS (Miopatía mitocondrial, encefalopatía, acidosis láctica y 
accidente), en la que se presenta la mutaciónm.3243 A>G en el gen mitocondrial MTTL1 
(Kaufmann et al., 2009).Los pacientes con síndrome de MELAS tienen una alta 
prevalencia de alucinaciones visuales o auditivas, delirios de persecución, 
comportamientos erráticos y depresión. Además, el comportamiento depresivo no parece 
limitarse a los pacientes diagnosticados, sino que casi un tercio de sus familiares 
portadores asintomáticos tienen depresión. 
Para resumir, podríamos decir que los trastornos depresivos son comunes en individuos 
con trastornos mitocondriales y se observan tanto en adultos como en niños. La aparición 
de los síntomas de depresión a menudo precede al diagnóstico del trastorno mitocondrial. 
Este hecho podría sugerir que el trastorno depresivo podría ir ligado al trastorno 
mitocondrial cerebral en lugar de a la tensión que pudiese surgir como consecuencia del 
diagnóstico de enfermedad mitocondrial o a la gravedad de los síntomas que la 
acompañan. No obstante, hacen falta más estudios que aclaren hechos como el por qué 
no se he encontrado la mutación m.3243 A>G en el gen mitocondrial MTTL1 que tanta 
relación tiene con los síntomas psiquiátricos en los pacientes diagnosticados de depresión 





1.8.2.2. Anormalidades bioenergéticas detectadas por neuroimagen en el trastorno 
depresivo. 
Los estudios con espectrometría de resonancia magnética (MRS) y tomografía por 
emisión de positrones (PET), han proporcionado pruebas experimentales de una 
participación de la bioenergética en la fisiopatología y respuesta al tratamiento 
antidepresivo del TDM. Los primeros trabajos en esta área, fueron realizados utilizando 
un tipo de RMN, concretamente la espectrometría de resonancia magnética con fósforo 
31 (MRS (P31)) para medir las concentraciones de compuestos fosfatos de alta energía 
en el tejido cerebral y explorar anormalidades de base en el metabolismo energético 
cerebral. En este sentido, en un estudio llevado a cabo por Moore y colaboradores (1997) 
con 35 sujetos deprimidos no medicados en comparación a 18 sujetos control, se encontró 
una significativa reducción del 16% en trifosfato beta-nucleósido (NTP), compuesto que 
surge principalmente a partir de ATP. Volz y colaboradores han descrito  un aumento del 
fosfomonoéster (PME), de la presencia de adenosina monofosfato (AMP), y de la 
disminución de los valores de ATP en los lóbulos frontales de 14 pacientes, en su mayoría 
medicados, con depresión mayor en comparación con 8 controles de la misma edad (Volz 
et al. 1998). Hay que señalar que en este estudio los porcentajes de PME correlacionaron 
de forma negativa con la gravedad de la depresión, con lo que no podría considerarse 
como un biomarcador de esta enfermedad. 
Estudios con PET utilizando (18F) fluorodesoxi-glucosa (FDG) han puesto de manifiesto 
que existe un descenso metabólico tanto en el trastorno depresivo mayor como en el 
trastorno bipolar (Al- Mousawi et al., 1996). En la depresión mayor, se han hallado tasas 
metabólicas reducidas en la corteza prefrontal, en la corteza cingulada anterior y en el 
núcleo caudado (Videbech, 2000). Además, los sujetos con trastorno bipolar que se 
encuentran en la fase depresiva del trastorno muestran un metabolismo reducido de todo 
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el cerebro en comparación con los que encuentran en fase maníaca (Strakowski et al., 
2000).En otro trabajo en el que se evaluaron estudios de imágenes de tomografía por 
emisión de positrones, de tomografía computarizada por emisión de fotón único, y de 
resonancia magnética, para determinar correlatos anatómicos y metabólicos con los 
trastornos del estado de ánimo,  se encontraron cambios de  volumen y cambios en la 
estructura en la corteza medial prefrontal, la corteza orbital medial y caudolateral, la 
amígdala, el hipocampo, la parte ventromedial de los ganglios basales, y la corteza 
cingulada anterior (Rigucci et al., 2010). 
En un estudio con resonancia magnética en el que se evaluó el volumen de la corteza 
frontal orbital en 15 pacientes con trastorno depresivo mayor en remisión en comparación 
con 20 controles sanos, se encontró que los primeros  tenían un volumen un 32% menor 
de la corteza orbito-frontal medial que los controles, sugiriendo esto que el TDM puede 
causar cambios crónicos en el tejido cerebral (Bremner et al., 2002). 
Forester y colaboradores realizaron un análisis en el tejido cerebral de las concentraciones 
de compuestos fosfatos de alta energía beta y de los niveles de NTP totales, mediante 
MRS (P31), en 13 adultos mayores con depresión en comparación con 10 controles sanos 
y detectaron reducciones significativas del 8% de beta-NTP y del 6% de NTP en el total 
del tejido cerebral en sujetos con depresión geriátrica en comparación con los controles 
sanos (Forester et al. 2009). Lo más curioso fue que también encontraron una reducción 
significativa del 2% en los niveles de NTP total después de 12 semanas de tratamiento 
con el antidepresivo sertralina (ISRS), lo que indica una disminución de los metabolitos 
fosfatos de alta energía con el tratamiento. 
Finalmente, Renshaw y colaboradores utilizaron tanto MRS (1H) como MRS (P31) para 





tratamiento con fluoxetina (antidepresivo inhibidor selectivo de la recaptación de la 
serotonina, ISRS), en los niveles cerebrales de purinas (que se derivan principalmente de 
los fosfatos de adenosina) y en el nivel en tejido cerebral de beta-NTP (indicativo de los 
niveles de ATP) (Renshaw et al., 2001). Estos autores encontraron que no hubo 
diferencias significativas entre los niveles de base de purina y de beta-NTP de los 38 
sujetos con TDM y de los 22 sujetos de control. Sin embargo, sí encontraron relaciones 
entre la línea base de purina y los niveles de beta-NTP y la respuesta al tratamiento, esto 
es, los niveles de purina y de beta-NTP disminuyeron en un 30% y en un 21%, 
respectivamente, en los sujetos que fueron medicados con fluoxetina. 
En resumen, aunque la literatura sobre la  bioenergética cerebral en depresión utilizando 
MRS no es muy abundante, puede sugerir, aunque sea de manera inconsistente, que la 
bioenergética del cerebro está comprometida en algunos pacientes con depresión mayor 
y puede cambiar en respuesta al tratamiento antidepresivo. 
1.8.2.3. Pruebas genéticas del deterioro mitocondrial en el TDM.  
Los estudios de asociación genética proporcionan datos a favor de la existencia de 
anormalidades mitocondriales en personas que sufren TDM. Esto es apoyado por las 
pruebas experimentales que sugieren: 1) Una herencia materna de la depresión a través 
de alteraciones en el ADN mitocondrial (ADNmt) (Bergemann et al., 2010; Boles et al. 
2.005; Burnett et al. 2005); 2) Una disminución de la expresión génica de genes 
mitocondriales en los pacientes con TDM (Shao et al., 2008); 3) Las variaciones en el 
número de copias, heteroplasmia, o deleciones del ADNmt (Kim et al., 2011; Gardner et 
al., 2003; Torrell et al., 2013); y 4) Un aumento de la expresión génica de genes 
mitocondriales después del ejercicio asociado a una la reducción del comportamiento 
depresivo en modelos animales (Aguiar et al., 2014). 
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Muchos casos de depresión que parecen ser heredados por vía materna, apoyan la 
hipótesis de que algunos de los factores genéticos en la depresión se heredan en el 
ADNmt. Por ejemplo, estudios realizados con las madres de sujetos con trastornos 
mitocondriales de herencia materna conocida demostraron que éstas tenían de tres a 
cuatro veces mayor frecuencia de diagnóstico de depresión que aquellas madres de sujetos 
con trastornos mitocondriales que no eran de herencia materna o con otros trastornos 
genéticos (Burnett et al., 2005; Boles et al., 2005).    
El genoma mitocondrial completo juega un papel importante en la función mitocondrial, 
por lo que  cualquier anormalidad que se presente en el mismo podría resultar en una 
alteración de la función mitocondrial. Sin embargo, encontrar perturbaciones específicas 
en el ADNmt que influyan directamente en el desarrollo de un TDM ha sido difícil. Varios 
estudios han examinado la asociación entre la depresión  y polimorfismos de un sólo 
nucleótido (SNPs), variaciones del número de copias y deleciones en el ADNmt. Hasta 
el momento, no se han identificado SNPs en el ADNmt que se hayan asociado de forma 
significativa con la depresión (Munakata et al., 2005, 2007; Rollins et al., 2009; Gardner 
et al., 2003). En lo que se refiere al número de copias de ADNmt hay controversia, ya que 
hay estudios que han encontrado un bajo número de copias (Kim et al., 2011) en sujetos 
deprimidos, mientras que otros no han encontrado diferencias (He et al., 2014). Las 
pruebas experimentales para las deleciones son también controvertidas. Así, Gardner y 
su grupo encontraron una deleción del ADNmt significativa asociada con la depresión 
(Gardner et al., 2003), mientras que  los exámenes de la deleción común de 4.977 pb en 
el ADNmt no han revelado ninguna asociación con la depresión (Sabunciyan et al., 
2007a). 
Por otro lado, las variaciones en los genes nucleares pueden también interferir en el 





depresión. Aunque se han realizado pocas investigaciones al respecto, merece la pena 
destacar algún estudio como el realizado por el grupo de McFarquhar, en el que  se 
examinó una muestra comunitaria de 1220 individuos de 18-60 años de edad, 649 de los 
cuales tenían una historia de depresión sin antecedentes de episodios maníacos y se 
demostró que el alelo G del gen TOMM40, que codifica una proteína esencial para la 
importación de precursores de proteínas en la mitocondria, estaba asociado con un mayor 
riesgo para desarrollar depresión a lo largo de la vida. Además, aquellos individuos con 
el alelo G eran menos extrovertidos y tenían alterado el procesamiento neural de caras 
tristes como se mostraba en el fMRI (McFarquhar et al., 2014).  
1.8.2.4.Evidencias encontradas en estudios histológicos humanos (post-mortem) sobre 
la implicación de las alteraciones metabólicas en el TDM. 
El estudio del tejido cerebral humano obtenido post-mortem es otro enfoque utilizado 
para la investigación de la estructura y la función mitocondrial en personas con trastorno 
depresivo mayor. Dado que los trastornos mitocondriales con mutaciones en el ADNmt 
se caracterizan muy frecuentemente por presentar heteroplasmia, en la que la cantidad de 
mitocondrias con una determinada mutación genética puede variar significativamente en 
los diferentes órganos del cuerpo, se hace necesario analizar el tejido cerebral real en 
lugar de los tejidos periféricos tales como el músculo o los leucocitos cuando se intenta 
dilucidar una etiología mitocondrial del trastorno depresivo. 
Con respecto a la búsqueda de alteraciones mitocondriales en el ADNmt, los 
investigadores no han observado la presencia de deleciones comunes en muestras post-
mortem de cerebro de sujetos con depresión unipolar (Sabunciyan et al 2007b; Shao et 
al., 2008).  Munakata y colaboradores no detectaron la mutación puntual m.3243A> G, 
relacionada con el trastorno mitocondrial MELAS en 15 cerebros de personas 
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diagnosticadas de depresión mayor, en cambio ésta sí apareció en 2 de 15 cerebros con 
trastorno bipolar y en 1 de 15 cerebros de sujetos con esquizofrenia (Munakata et al., 
2005). En otro estudio, Rollins et al. (2009) tampoco hallaron diferencias significativas 
en las variaciones de la secuencia de ADN mitocondrial y los niveles de heteroplasmia 
en la corteza prefrontal y dorsolateral de 15 cerebros pertenecientes a pacientes con TDM 
en comparación con 36 cerebros de control. Después de ajustar por sexo, edad, el pH y la 
tensión agónica, Shao et al. (2008) observaron una disminución significativa de la 
expresión  de 6 de los 13 transcritos que codifican en el ADNmt en tejido post-mortem 
de la corteza frontal de 15 cerebros pertenecientes a sujetos con TDM en comparación 
con 37 controles no psiquiátricos. 
En un análisis proteómico del cerebro de 15 pacientes depresivos unipolares frente a 15 
controles sanos, se ha encontrado alterada la expresión de 4 proteínas mitocondriales de 
la corteza cingulada anterior (Beasley et al. 2006). 
En resumen, aunque existe poca evidencia post-mortem de mutaciones del ADNmt o del 
ADNn en las personas con TDM, hay ciertas pruebas que sugieren aunque de forma 
inconsistente, una expresión de genes y unos niveles de proteínas mitocondriales 
alterados, así como una alterada bioenergética del cerebro en estos pacientes. 
1.8.2.5. Modelos animales para detectar anomalías mitocondriales en la depresión. 
Ya que el estrés es un factor de riesgo conocido para el TDM, la mayoría de los estudios 
realizados para conocer las posibles anomalías mitocondriales en esta enfermedad, 
utilizan un modelo de estrés crónico leve o impredecible en roedores para modelar 
comportamientos depresivos en estos animales. Los animales estresados muestran  
anhedonia (pérdida de la capacidad para buscar o experimentar placer) que por lo general 





bebidas endulzadas, la pérdida o la no ganancia de peso, a veces incluso por otros índices 
como los niveles hormonales adrenales o el peso de la glándula adrenal. Además, el estrés 
crónico produce en pruebas como la de natación forzada y la de suspensión por la cola, 
menos nado o lucha y un mayor tiempo de inmovilidad, respectivamente, indicios que se 
consideran comportamientos parecidos a la depresión (Krishnan y Nestler, 2011). Así, 
Rezin et al. (2008), tras someter a ratas a 40 días de estrés crónico leve, encontraron que 
éstas mostraban comportamientos parecidos a los depresivos que se vieron reflejados en 
una disminución del consumo de comida azucarada, una no ganancia de peso corporal y 
un aumento del peso de la glándula adrenal. Los hallazgos en la bioenergética 
mitocondrial fueron una disminución de la actividad de los complejos I, III y IV de la 
cadena respiratoria mitocondrial en la corteza cerebral y en el cerebelo pero no en el 
hipocampo, en el córtex prefrontal y en el estriado. La actividad de la creatina quinasa no 
se vio alterada. Un año más tarde, realizaron el mismo estudio pero administrando el 
antidepresivo ketamina y observaron que ésta revirtió la inhibición de los complejos I, 
III, y IV (Rezin et al., 2009). Así mismo, Liu y Zhou (2012) descubrieron en el mismo 
modelo, que el tratamiento con corticosterona durante la inducción de estrés, disminuyó 
la ratio de glutatión reducido/oxidado, el potencial de membrana, la actividad de las 
enzimas de los complejos I y IV, la expresión de mitofusina y produjo un aumento de la 
producción de ROS. Además, en ratas Flinders (modelo genético de depresión), se 
observó un número reducido y un incremento del volumen de las mitocondrias en la 
región CA1 hipocampal. Es interesante resaltar que el tratamiento durante 14 días con el 
antidepresivo imipramina incrementó el número de mitocondrias en CA1 (Chen et al., 
2013). Por último, ratones estresados durante 6 semanas, desarrollaron comportamientos 
relacionados con la depresión, al mismo tiempo que se encontró una disminución de la 
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respiración mitocondrial, del potencial de membrana, y daños estructurales en el 
hipocampo, córtex e hipotálamo (Gong et al., 2011). 
Para concluir, podríamos decir que los estudios realizados con modelos animales de 
depresión aportan evidencias sobre alteraciones en la estructura y el funcionamiento de 
las mitocondrias en ciertas áreas del cerebro que están implicadas en los circuitos 
neuronales de la depresión en los humanos, como la corteza prefrontal y el hipocampo 
(Carlson et al. 2006). Además, los tratamientos antidepresivos parecen mitigar algunos 
de estos déficits. 
1.8.3. Estrés oxidativo y nitrosidativo en el trastorno depresivo mayor. 
En los últimos años ha surgido la hipótesis que recalca la importancia de las vías 
inflamatorias y de estrés oxidativo y nitroxidativo en la fisiopatología de la depresión 
(Maes, 2008). Tanto la inflamación como los procesos metabólicos mitocondriales se 
caracterizan por la generación de radicales libres que son moléculas altamente reactivas. 
Algunos ejemplos de ROS y de RNS son el anión superóxido, el óxido nítrico, el 
peroxinitrito y el peróxido de hidrógeno. Bajo condiciones fisiológicas normales estos 
radicales libres están fuertemente regulados por sistemas de defensa consistentes en 
antioxidantes (p.e. CoQ10, vitaminas C y E, y glutatión), enzimas (p.e. SOD, GPX y 
catalasa) y proteínas (p.e. albúmina, transferrina, haptoglobina y  ceruloplasmina) con 
función antioxidante. Pero cuando se producen en exceso, o cuando se ven 
comprometidos los sistemas antioxidantes, los radicales libres se acumulan y pueden 
causar daños a los ácidos grasos y las proteínas de las membranas de las células  y con al 
ADN (Maes et al., 2009a, b, c). Estos procesos desembocan en disfunciones celulares a 
través de daños en la membrana celular, las mitocondrias, las proteínas funcionales y el 





generados principalmente dentro de la mitocondria, el estrés oxidativo tiene la capacidad 
de dañar las defensas mitocondriales, perpetuando todavía más el OS y NS. Determinados 
órganos del cuerpo, como es el caso del cerebro, son más vulnerables a los efectos 
adversos del OS y NS debido a la alta tasa metabólica y los bajos niveles de antioxidantes 
que posee. 
Los estudios realizados para analizar el papel del estrés oxidativo en la depresión ponen 
de manifiesto que la depresión presenta un perfil de O y NS que se caracteriza por: 
a) Bajos niveles de antioxidantes y de enzimas con propiedades antioxidantes. 
b) Un aumento de ROS y RNS. 
c) Un aumento de O & NS. 
d) Un aumento de las alteraciones en los ácidos grasos de las membranas, en las 
proteínas funcionales y en el ADN. 
e) Respuestas autoinmunes contra neoepítopos formados por los daños a los ácidos 
grasos de las membranas y a las proteínas. 
f) Una asociación significativa entre la depresión y  polimorfismos en los genes que 
codifican para proteínas de OS y NS. 
A continuación se detallan las pruebas experimentales encontradas para cada uno de estos 
aspectos: 
1.8.3.1.Los antioxidantes y las enzimas antioxidantes en el TDM. 
En un estudio de revisión realizado por Maes y su equipo (Maes et al. , 2000) se concluye 
que la depresión se caracteriza por un estado antioxidante disminuido de forma 
significativa reflejado por bajos niveles de zinc, albúmina, tirosina, triptófano, y vitamina 
E, todos ellos compuestos con propiedades antioxidantes. 
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El glutatión es otro antioxidante que se ha examinado en los pacientes deprimidos. Ya en 
1934, se constató una reducción en la concentración sanguínea del glutatión reducido 
(GSH), la forma activa del glutatión, en los principales trastornos psiquiátricos (Looney 
y Childs, 1934). Más recientemente, Kodydkova et al., (2009) encontraron 
concentraciones sanguíneas de GSH disminuidas en mujeres deprimidas.  Los niveles de 
CoQ10 también han sido analizados en los pacientes con TDM, hallándose 
concentraciones en suero significativamente más bajas de CoQ10 en comparación con los 
controles sanos (Maes et al., 2009). De forma similar, los niveles de ácido ascórbico en 
plasma en personas con TDM están disminuidos en comparación con los controles 
(Khanzode et al., 2003). 
Los niveles reducidos de estas moléculas, podrían estar contribuyendo a la bajada de la 
capacidad antioxidante total (TAC) en sangre que ha sido descrita en la depresión 
(Cumurcu et al., 2009). Además, este autor constató una correlación inversa entre la TAC 
y la gravedad de los síntomas depresivos utilizando la Escala de Depresión de 
Montgomery-Asberg. Gałecki y su equipo observaron que los bajos niveles de TAC no 
se normalizaban después del tratamiento con antidepresivos ni cuando el paciente se 
encontraba en estado de remisión, lo que señalaría a la baja TAC como un posible 
marcador para la depresión, aunque más estudios son necesarios al respecto. La GPX es 
una importante enzima antioxidante que actúa eliminando los radicales libres acumulados 
(Herbette et al., 2007). En este sentido, Ozcan et al. (2004) y Maes et al., (2010b) 
concluyeron que la actividad de la GPX era significativamente menor en los pacientes 
con trastornos afectivos y además, encontraron correlaciones negativas significativas 
entre la actividad general de la GPX en sangre y la gravedad de la depresión.  Sin 
embargo, son necesarios más estudios, ya que otros autores no encuentran esta baja 





estudios animales realizados al respecto con ratas bulbectomizadas y/o con ratas Wistar 
con depresión inducida por estrés leve crónico, sí han corroborado la existencia de una 
menor actividad de GPX (Song et al., 1994; Eren et al, 2007a, b). 
La catalasa es una enzima que cataliza la reducción de peróxido de hidrógeno en agua y 
oxígeno y media en la señalización de la apoptosis, el metabolismo  de los azúcares , la 
proliferación celular y la activación de las plaquetas (Chelikani et al., 2004; Góth et al., 
2004). Varios estudios han examinado la actividad de la catalasa en pacientes deprimidos, 
encontrando niveles incrementados de actividad de esta enzima durante los episodios 
agudos de depresión. Szuster-Ciesielska et al., (2008) también han detectado un aumento 
de la actividad de la  catalasa en suero de  pacientes deprimidos. El aumento de la 
actividad de esta enzima puede obedecer a un mecanismo compensatorio para atenuar las 
vías de OS y NS inducidas, y es congruente con un papel de señalización de los radicales 
libres oxidativos (Maes et.al., 2011). 
Con respecto a las enzimas superóxido dismutasas (SODs), los trabajos realizados con 
pacientes deprimidos arrojan resultados inconsistentes. Algunos estudios hablan de bajos 
niveles de actividad de la SOD en pacientes deprimidos (Gałecki et al., 2007; Selek et al., 
2008; Herken et al., 2007), mientras que otros encuentran aumentada la actividad de esta 
enzima (Sarandol et al., 2007;  Andreazza et al., 2007; Michel et al., 2007). Como ocurre 
con la catalasa, el aumento de la actividad de la SOD probablemente esté reflejando un 
mecanismo de compensación para luchar contra la acumulación de ROS y de radicales 
libres en la depresión (Maes et al., 2011). Un factor a tener en cuenta que podría explicar 
las diferencias en los resultados de estos estudios sería el estado o duración de la 
enfermedad (Berk et al., 2007a,b; Maes et al., 2010a). Podría existir una respuesta bifásica 
en la producción de ROS, con una elevación considerable de sus niveles en la fase aguda 
de la enfermedad que iría seguida de una normalización de los niveles en la fase crónica, 
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que estaría detrás de las diferencias encontradas en los diferentes estudios (Maes et al., 
2010a). 
1.8.3.2. Los radicales libres en la depresión mayor. 
En la actualidad existen bastantes estudios que muestran un aumento de radicales libres 
en la depresión. La mayoría de estos estudios se han centrado en analizar los niveles de: 
peróxido, NO, la enzima sintetasa inducible de NO (iNOS) y la enzima pro-oxidante 
xantina oxidasa (XO). 
El peróxido es uno de los ROS circulantes en la sangre. Maes et al. (2010a) publicaron 
que los  pacientes con TDM presentaban mayores niveles de peróxido en plasma, sin 
embargo, estos niveles no correlacionaban de forma significativa con la severidad de los 
síntomas depresivos. Un dato importante de este estudio es que estos autores encontraron 
que este aumento de los niveles de peróxido sólo se apreciaba en pacientes que se 
encontraban en la fase aguda de la enfermedad y no en la fase crónica (más de dos años 
de duración) (Maes et al., 2010a). Estos resultados señalan que puede producirse una 
normalización de los niveles de  ROS cuando la enfermedad se vuelve crónica. 
El NO es un segundo mensajero intracelular que se sintetiza a partir de L-arginina por la 
NOS, una familia de enzimas, que posee una forma constitutiva (cNOS) y una forma 
inducible (iNOS), siendo esta última  la que genera los efectos inflamatorios del NO. El 
NO interviene en funciones como la vasodilatación, la neurotransmisión, la 
inmunomodulación, o la defensa inespecífica contra microorganismos (Maes et al., 
2011).Se cree que la vía L-arginina-NO juega un importante papel en la fisiopatología del 
TDM y en los mecanismos de acción de los antidepresivos (Pinto et al., 2008). Sin 
embargo, las mediciones realizadas en las pacientes afectados de TDM arrojan resultados 





en pacientes con depresión mayor (Selek et al., 2008; Weiet al., 2009), mientras que otros 
han encontrado niveles bajos de NO (Ikenouchi-Sugita et al., 2009; Ozcan et al., 2004) 
en pacientes con TDM. En un estudio realizado con muestras post-mortem, se halló que 
tanto los pacientes con depresión como los pacientes con trastorno bipolar tenían un 
mayor número de neuronas que expresaban NOS en las regiones CA1 y en el  subículo 
de la formación hipocampal que los sujetos controles sanos (Oliveira et al., 2008). Así 
mismo, Wang et al., (2008), en un trabajo con roedores, encontraron que la supresión de 
iNOS en el hipocampo impide el desarrollo de la depresión inducida por el estrés leve 
inesperado crónico. Otro estudio destaca el efecto antidepresivo de los inhibidores de 
nNOS y  iNOS (Volke et al., 2003; Gigliucci et al., 2010). Todos estos resultados apoyan 
la participación del NO en la fisiopatología de la depresión mayor, no obstante son 
necesarios más estudios que aclaren el porqué de las contradicciones encontradas. 
XO es una enzima que cataliza la oxidación de la xantina, un proceso que genera ROS, 
superóxido, peróxido de hidrógeno, y RNS (Harrison, 2004). Hay estudios que 
encuentran concentraciones elevadas de XO en suero (Herken et al., 2007) y aumento de 
la actividad de esta enzima en regiones córtico-límbico-talámico-estriatales en muestras 
post-mortem de sujetos depresivos (Michel et al., 2008). 
1.8.3.3. Daños por OS& NS en la depresión mayor. 
 El aumento de ROS/RNS y la disminución de las defensas antioxidantes halladas en los 
pacientes diagnosticados de TDM, pueden producir modificaciones oxidativas y 
nitrosidativas de las moléculas celulares como los ácidos grasos, las proteínas y el ADN 
que pueden conllevar efectos adversos sobre las membranas lipídicas, la función y 
estabilidad de las proteínas y daños al ADN y a sus mecanismos de reparación. Estas 
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alteraciones patológicas pueden resultar en apoptosis, y contribuyen en cierta forma a 
explicar los cambios cerebrales volumétricos hallados en la depresión (Maes et al., 2011). 
1.8.3.3.1. El daño oxidativo a lípidos y ácidos grasos en la depresión. 
Los primeros informes que muestran que la depresión puede ir acompañada por un 
aumento del daño oxidativo a los ácidos grasos vienen de estudios que encuentran bajos 
niveles del ácido graso omega-3 en esta enfermedad (Edwards et al., 1998; Maes et al., 
1999).  
Una herramienta que se suele utilizar para medir el grado de peroxidación lipídica, y por 
lo tanto de estrés oxidativo,  es la determinación de malondialdehído (MDA), un 
subproducto de la peroxidación de los ácidos grasos poliinsaturados y del ácido 
araquidónico. Se han encontrado niveles elevados de MDA en suero  (Khanzode et al., 
2003; Ozcan et al., 2004), en sangre periférica (Gałecki et al.,  2009a) y en plasma 
(Sarandol et al., 2007) de pacientes con TDM. Se ha encontrado además  que el 
tratamiento con el antidepresivo  fluoxetina reduce los niveles de MDA (Gałecki et al., 
2009a). El ensayo de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), otro test 
urilizado para estimar el grado de peroxidación lipídica, ha mostrado que los sujetos con 
TDM poseen concentraciones más elevadas de TBARS que los sujetos sanos (Gałecki et 
al., 2007). 
1.8.3.3.2. El daño al ADN en la depresión. 
En condiciones fisiológicas normales, los ROS y RNS atacan al ADN causando la 
oxidación de nucleósidos. Este hecho junto con que las vías de reparación del ADN 
también son sensibles al OS & NS (Jaiswal et al., 2001; Feng et al., 2006) aumenta el 
potencial mutagénico y el daño al  ADN. Una de estas lesiones es la hidroxilación de la 





puede encontrar en el plasma y ser excretada en la orina (Wu et al., 2004; Bohr et al., 
2002). Por este motivo, el ensayo de 8-OHdG en la orina es un biomarcador de daño 
oxidativo del ADN en particular y un biomarcador de OS y NS en general (Wu et al., 
2004; Valavanidis et al, 2009). En este sentido, existen algunos hallazgos de que la 
depresión mayor va  acompañada de un aumento de 8-OHdG en orina,  indicando así el 
daño oxidativo del ADN (Wei et al., 2009;  Maes et al., 2009b). 
Otro aspecto estudiado en relación al daño producido en el ADN por parte de ROS, es el 
papel de ciertos antioxidantes como la CoQ10. Como se ha comentado anteriormente, la 
CoQ10 ofrece protección contra los efectos perjudiciales de los ROS que se liberan durante 
el proceso oxidativo en las mitocondrias (Chaturvedi y Beal, 2008; Liu, 2008). Por 
consiguiente, el síndrome de bajada de CoQ10 presente en la depresión predispone a 
disfunciones mitocondriales,  incluyendo el daño oxidativo y nitrosidativo al ADNmt. 
Alteraciones de la expresión génica y deleciones del ADN mitocondrial se han hallado  
con frecuencia en el TDM (Shao et al., 2008; Gardner et al., 2003; Suomalainen et al., 
1992). 
1.8.3.3.3. Daños nitrosativos a las proteínas en la depresión. 
Durante los procesos inflamatorios, la producción de NO puede provocar toxicidad tisular 
después de reaccionar con aniones superóxido, generando así aniones peroxinitrito y el 
ácido peroxinitro que  pueden nitrar compuestos aromáticos como la fenilalanina y la 
tirosina, resultando en la formación de NO-tirosina (Lin et al, 2000). Esta nitración de la 
tirosina se suele usar como una huella para la producción in vivo de ROS y RNS. Niveles  
aumentados de NO-tirosina han sido observados en pacientes con trastorno bipolar 
(Andreazza et al., 2009).  
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1.8.3.4. Respuestas autoinmunes contra neoepítopos formados por daños a los ácidos 
grasos de las membranas y a las proteínas. 
1.8.3.4.1. El aumento de anticuerpos contra  LDL oxidado. 
Los autoanticuerpos de inmunoglobulina G (IgG) formados contra lipoproteínas de baja 
densidad (LDL) modificadas por oxidación, son un reflejo del OS y NS y la peroxidación 
lipídica que tiene lugar in vivo. Durante la oxidación de LDL, se forman neoepítopos 
fuertemente inmunogénicos que pueden provocar respuestas autoinmunes mediadas por 
IgG y por IgM que pueden ser detectadas en sangre (Mandal et al., 2005). La 
inmunoglogulina (IgG) contra LDL oxidada  (oxLDL), ha sido encontrada aumentada 
significativamente en suero de sujetos con depresión (Maes et al., 2010a). Este hecho 
sugiere que la depresión está acompañada por un aumento de la  peroxidación lípidica y 
por un aumento de las respuestas autoinmunes contra lípidos dañados (Maes et al., 
2010a). 
 1.8.3.4.2. El aumento de las respuestas de IgM a los de ácidos grasos de la membrana 
en el TDM. 
 La peroxidación de los ácidos grasos de las membranas puede ir acompañada de la 
generación de una variedad de neoepítopos  que pueden ser fuertemente inmunogénicos 
(Shaw, 2004). En consecuencia, una respuesta autoinmune mediada por IgG o IgM puede 
originarse en contra de estos neoepítopos, que a su vez pueden cambiar aún más las 
actividades biológicas de los epítopos y dañar así las estructuras de los ácidos grasos. 
Algunos de estos auto-antígenos oxidativamente modificados, como es el caso del 
fosfatidilinositol (PI), un importante componente de la membrana celular, pueden ser 
determinados (Maes et al., 2007) y de hecho, se han encontrado bajos niveles del mismo 





publicaron que en la depresión existe una mayor respuesta inmune mediada por IgM 
dirigida contra PI que en sujetos sanos y que ésta se correlaciona significativa y 
positivamente con síntomas depresivos como la  tristeza y la fatiga. Además, PI es 
también requerido para el buen funcionamiento del neurotransmisor serotonina que tan 
relacionado está con la depresión (Akin et al., 2004). 
Otros auto-antígenos, generados por oxidación en pacientes con depresión son el ácido 
oleico, palmítico y mirístico. En este sentido, Maes et al., (2011) han encontrado mayores 
niveles de anticuerpos IgM contra antipalmitoil, miristoil y oleoil en pacientes con 
depresión frente a los controles sanos. 
1.8.3.4.3. El aumento de los anticuerpos IgM contra neoepítopos nitrados en suero 
de pacientes deprimidos. 
La evidencia indirecta para la participación de NO en el TDM se deriva de la 
caracterización de anticuerpos circulantes contra epítopos NO. En este sentido,   
Maes et al., (2008a) han encontrado un incremento de los niveles de anticuerpos IgM 
contra NO-BSA, NO-tirosina, NO-triptófano y NO-arginina en depresión. Estos 
resultados sugieren que el aumento de NO y/o la activación de las reacciones de nitración 
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1.8.3.5. El polimorfismo en los genes de OS y NS en la depresión. 
La literatura ha señalado la existencia de asociaciones significativas entre la depresión y 
genes de OS y NS, como la ciclooxigenasa- 2 (COX-2) y la SOD, entre otros (Maes et 
al., 2011). 
Un aumento de la actividad de la COX-2 resulta en la generación de radicales libres y de 
OS y NS (Kuehl y Egan, 1980; Madrigal et al., 2003; Vesce et al., 2007).Se ha detectado 
un aumento de la expresión de COX-2 en el córtex y en el hipocampo en modelos 
animales de depresión (Cassano et al., 2006; Guo et al., 2009). El co-tratamiento con 
antidepresivos  e inhibidores de COX-2 ha demostrado ser eficaz como terapia para la 
depresión (Müller et al., 2006) y para reducir el OS y NS en esta enfermedad (Gałecki et 
al., 2009b). Se ha detectado un polimorfismo de un sólo nucleósido (SNP) G-765C en el 
promotor del gen de COX-2 (Levy-Lahad et al., 1995). Este polimorfismo se asocia con 
la actividad del promotor y la expresión de COX-2, de este modo, el homocigoto GG se 
asocia con un aumento de la expresión de COX-2 (Levy-Lahad et al., 1995).Un estudio 
ha demostrado que la frecuencia del alelo G y del homozigoto GG es más elevada en 
sujetos con depresión (Gałecki et al., 2010). Por tanto, la inhibición de COX-2 podría ser 
un buen tratamiento de este trastorno (McGeer y McGeer, 2007). 
Shimoda-Matsubayashi et al., (1997) examinaron el papel del polimorfismo funcional 
SNP Ala-9Val, que da lugar a cambios en la conformación la MnSOD y encontraron una 
asociación significativa entre los SNP de Ala-9Val e Ile-58Thr, y la expresión 
mitocondrial de MnSOD. Los estudios que han investigado este polimorfismo en la 
población con depresión han encontrado resultados contradictorios (Gałecki et al., 2010;  






1.8.4. Inflamación y activación del complejo NLRP3-inflamasoma en el TDM. 
1.8.4.1. Inflamación y citoquinas inflamatorias en el TDM. 
La relación entre la salud mental y la inflamación fue observada por primera vez en 1887 
por el psiquiatra y premio Nobel Julius Wagner-Jauregg de la Universidad de Viena. Sin 
embargo, la inflamación como un posible factor etiopatológico y diana terapéutica de los 
trastornos del estado de ánimo, fue olvidada durante años con la llegada de los primeros 
fármacos antidepresivos (tricíclicos, inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) y de 
la recaptación de serotonina (ISRS) (López-Muñoz y Alamo, 2009). No ha sido hasta las 
últimas dos décadas cuando se ha retomado el interés por esta relación de la inflamación 
con los trastornos psiquiátricos, y más concretamente con en el trastorno depresivo 
mayor. En este apartado se describirá brevemente el proceso de la inflamación y la 
evidencia acumulada sobre su relación con el TDM.  
La inflamación es un mecanismo evolutivo beneficioso para mantener la homeostasis en 
el organismo. La respuesta inflamatoria puede ser apropiada, fisiológica y necesaria en la 
presencia de una infección, daños o estrés celular, pero también puede ser inapropiada, 
patológica y dañina cuando se reacciona de forma desproporcionada a un estímulo dado 
o se reacciona ante estímulos equivocados. En estos casos de inadecuación de la respuesta 
ante estímulos, la inflamación puede ocasionar potenciales efectos dañinos (Abbas et al., 
2012.; Miller et al., 2009). Entre estos efectos dañinos pueden encontrase alteraciones en 
el estado de ánimo, en la energía, en el sueño, en la cognición y en la motivación, síntomas 
todos característicos del TDM. Antes de adentrarnos en estos efectos, se hace necesaria 
la comprensión de la respuesta inmune y la inflamación. 
La respuesta inmune ha sido clasificada tradicionalmente en sistema de respuesta innato 
(natural) y en  sistema de respuesta adaptativo (adquirido). El sistema innato reacciona 
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con patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) y con patrones moleculares 
asociados a daños (DAMPs) y libera mediadores inflamatorios entre los que se incluyen 
factores químicos como las  prostaglandinas, las histaminas, los leucotrienos y la 
serotonina, entre otros. Estos factores químicos producen la respuesta inflamatoria local 
(estimulación del dolor, vasodilatación…), así como atraen a los macrófagos que son los 
responsables de liberar citoquinas como la interleuquina- 1 (IL-1), la interleuquina-6 (IL-
6), la interleuquina-18 (IL-18) o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) para prolongar 
adicionalmente una respuesta inflamatoria sistémica, e iniciar así, el sistema de respuesta 
inmune adaptativo a través de leucocitos y linfocitos (Abbas et al., 2012). 
La respuesta inmune adaptativa crea y mantiene la memoria del sistema inmunológico. 
Los linfocitos T desencadenan  una respuesta celular citotóxica hacia las células 
identificadas como potencialmente dañinas (agentes patógenos, células cancerosas…), 
además de mantener la respuesta inmunológica a través de la liberación de citoquinas, 
principalmente IL-2, para atraer a más macrófagos, neutrófilos y linfocitos. Los linfocitos 
B son atraídos y estimulados por estas citoquinas para producir así una respuesta humoral 
por la cual se producen anticuerpos contra los patógenos identificados (Abbas et al., 
2012). 
La inflamación surge entonces como consecuencia de un desbalance producido entre los 
mediadores pro-inflamatorios tales como las IL- 1β, IL-18, IL-6 o TNFα entre otras, y los 
mediadores anti-inflamatorios como IL-4, IL-5, IL-8, IL-10 o TGβ también entre otras, 
estando los primeros expresados en exceso (Irwin et al., 2007; Blume, et al., 2012, Zorrilla 
et al., 2001), en respuesta a diferentes PAMPs y DAMPs. Estas citoquinas y factores 
químicos liberados durante la respuesta inflamatoria pueden utilizarse como buenos 
biomarcadores para investigar la potencial relación entre los trastornos de la inflamación 





El papel que juegan la inflamación y las citoquinas en relación al TDM fue sugerido por  
primera vez en 1980 y desde entonces se han acumulado pruebas en apoyo de esta 
hipótesis inflamatoria de la depresión (Maes, 1995; Maier et al., 1994). La evidencia que 
relaciona la inflamación con el TDM proviene de varias observaciones: 
- La primera de estas observaciones, hace referencia a la presencia de niveles elevados 
de marcadores inflamatorios en pacientes con trastorno depresivo mayor. En este 
sentido, hay estudios que han encontrado en pacientes con depresión, un aumento en 
los niveles séricos de citoquinas pro-inflamatorias, tales como la IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12, interferón-c (IFN-c) y TNF-α (Schiepers et al., 2005; O'Brien et al., 2007). Otros 
estudios posteriores que han medido las concentraciones de estos marcadores en 
líquido cefalorraquídeo además de en suero, han encontrado elevados los niveles de 
la IL-6, el TNF-α, y la proteína C-reactiva (PCR) (Dantzer et al., 2008; Raison et al., 
2012, Dowlati et al., 2010, Liu et al., 2012; Dinan, 2009). Otros, han hallado un 
aumento en suero de la IL-1β y una disminución de los niveles de la IL-10 en  
pacientes con TDM (Song et al., 2009). La IL-18 también se ha encontrado elevada 
en estos pacientes (Kokai et al., 2002). 
- La segunda, se basa en la concurrencia del TDM con las enfermedades clasificadas 
como inflamatorias. El TDM se da con una frecuencia de entre 5-10 veces superior 
en  pacientes que adolecen de enfermedades crónicas  inflamatorias e inmunológicas, 
por lo que se las suele considerar como factores de riesgo para la depresión (Shelton& 
Miller, 2011). Entre estas condiciones inflamatorias se encuentran las enfermedades 
auto-inmunes (como son la psoriasis, la artritis reumatoide (RA), la enfermedad 
inflamatoria intestinal (IBD) y el lupus eritematoso sistémico (LES)); las 
enfermedades cardiovasculares; la diabetes; la obesidad y el síndrome metabólico; 
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así como condiciones inflamatorias más benignas tales como el asma y las alergias 
(Brydon et al, 2009; Walker et al., 2011). 
Hay estudios que han demostrado que la psoriasis aumenta significativamente las 
tasas de depresión en los sujetos que la padecen (Weigle y McBane, 2013), mientras 
que la terapia con anti-TNF-α se ha mostrado eficaz en la reducción de los síntomas 
depresivos independientemente del efecto sobre la gravedad de la psoriasis (Krishnan 
et al., 2007; Tyring et al., 2006). 
La artritis reumatoide también se ha asociado con el TDM con mejoría de los 
síntomas del estado de ánimo tras un tratamiento con fármacos anti-inflamatorios 
(Covic et al., 2012; Frol et al., 2013; Sato et al., 2013). 
También hay estudios que apoyan la relación de la enfermedad inflamatoria intestinal 
con el TDM (Graff et al., 2009; Walker et al., 1990). 
La inflamación es un componente clave en la patogénesis de la aterosclerosis en la 
enfermedad cardiovascular (Ghattas et al., 2013). Los niveles de PCR (proteína C 
reactiva) son considerados como un factor de riesgo independiente para el mal 
pronóstico cardiovascular (Lindahl et al., 2000). Las tasas de TDM son elevadas en 
los pacientes con enfermedad cardiovascular (Angstet al., 2002; Fenton y Stover., 
2006; Osby et al., 2001) ejerciendo esto un impacto negativo en el pronóstico 
cardiovascular, ya sea a través de factores biológicos(a través de la activación del eje 
HPA) o de factores psicológicos (mala alimentación, baja adherencia al tratamiento 
y menos ejercicio) (Fenton y Stover., 2006). Esto señala la existencia de una 
interacción bidireccional entre los síntomas del estado de ánimo y la enfermedad 
cardiovascular. 
Otras enfermedades que también han demostrado tener una relación bidireccional 





Morris y Mohammed., 2005). Además, Soczynska et al., (2011) argumentan que el 
responsable de esta relación es la inflamación crónica de bajo grado presente en la 
obesidad. 
Por último, también existen estudios que han encontrado una asociación entre las 
alergias y el asma, con síntomas del estado de ánimo (Ahmedani et al., 2013; Sharma 
et al., 2013; Van Lieshout y Macqueen., 2012). Este aumento de los síntomas 
depresivos en condiciones inflamatorias más benignas, sugiere que tales síntomas 
asociadoscon comorbilidades médicas no se deben simplemente al hecho de sentirse 
mal por ser diagnosticado de una enfermedad grave, sino que puede tener un carácter 
más biológico, como puede ser la vía inflamación-estado de ánimo (Rosenblat et al., 
2014). 
Tomadas en conjunto, estas asociaciones encontradas en los diferentes estudios 
apoyan aún más el potencial vínculo entre la inflamación y los síntomas del estado 
de ánimo.   
- Una tercera observación proviene del mayor riesgo de sufrir un TDM, tras seguir un 
tratamiento con citoquinas. Un apoyo para el papel de las citoquinas pro-
inflamatorias en la depresión es la observación de que pueden inducir depresión hasta 
en el 70% de los pacientes tratados con dichos agentes (Maes et al., 2009a).  
Numerosos estudios preclínicos llevados a cabo en modelos animales,  han puesto de 
manifiesto que la inducción de un estado inflamatorio, mediante el uso de moléculas 
pro-inflamatorias como el lipopolisacárido (LPS) y la IL-1, conducirán al desarrollo 
de la “conducta de enfermedad” un patrón de comportamiento que se caracteriza por 
asemejarse a la sintomatología depresiva, mostrando letargo, disminución del apetito, 
aumento del tiempo de sueño, disminución del interés por el sexo, por la exploración 
social y un  aumento de tiempo dedicado a dormir (Dunnet al., 2005).  
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Hay estudios realizados con seres humanos en los que se ha inducido una respuesta 
inflamatoria usando vacunas, endotoxinas, LPS, interferón (IFN) e IL-2.  De esta 
manera, Reichenberget et al., (2001) tras inyectar de forma intravenosa la endotoxina 
Salmonella abortusequi a sujetos humanos, encontraron un aumento sérico de los 
niveles de TNF-α, IL-6 y de cortisol, indicado esto un estado inflamatorio inducido 
con éxito, que fue acompañado de cambios en el apetito, alteraciones de la memoria, 
aumento de la ansiedad y estado de ánimo deprimido, sin mostrar ningún síntoma de 
enfermedad física. Este efecto de las vacunas se ha demostrado también en otros 
estudios (Brydon et al., 2009; Strike et al., 2004; Wright et al., 2005). Grigoleit et al., 
(2011) administraron dosis variables de LPS a sujetos humanos y encontraron una 
elevación dependiente de la dosis en los niveles de  IL-6, IL-10, TNF-α, cortisol y 
norepinefrina, que iba acompañada por un consiguiente deterioro de la memoria, 
aparición de ansiedad y alteración del humor también dosis-dependiente. 
Para el tratamiento de la hepatitis C, normalmente se utiliza IFN con el fin de 
potenciar el sistema inmunológico contra  la infección viral (Liang y Ghany, 2013). 
Se ha encontrado que entorno al 25%-80% de estos pacientes desarrollan un TDM 
después de iniciar el tratamiento, dependiendo de la dosis recibida (Alavi et al., 2012; 
Birerdinc et al., 2012; Raison et al., 2005). Lo mismo ocurre con los pacientes con 
cáncer que reciben terapia con IFN o IL-2 (Capuron et al., 2003, 2004; Eller et al., 
2009). 
Para resumir, todos estos estudios han puesto de manifiesto que la inducción de un 
estado pro-inflamatorio en personas sanas o con enfermedades médicas, aumenta los 
niveles séricos de citoquinas pro-inflamatorias y esto en  gran medida va acompañado 
por un aumento de la incidencia de síntomas depresivos, lo que podría sugerir que la 





-Una última observación está basada en el efecto de los fármacos antidepresivos 
sobre la inflamación. En este sentido, la evaluación desde una perspectiva anti-
inflamatoria de los fármacos antidepresivos tradicionalmente utilizados para el 
tratamiento del TDM, ha arrojado resultados contradictorios. Hay estudios que 
describen que  los niveles de  citoquinas pro-inflamatorias se reducen a la normalidad 
tras un tratamiento con antidepresivos (Dahl et al., 2014; Kenis y Maes, 2002). 
Mientras que otros trabajos no encuentran este efecto de los antidepresivos sobre los 
marcadores inflamatorios (Jazayeri et al., 2010; Maes et al., 1995b) o incluso, hay 
alguno que señala un efecto pro-inflamatorio tras el tratamiento crónico con estos 
fármacos en animales (Lee et al., 2007, 2010; Porterfield et al., 2011). Por este 
motivo, hay que concluir que si bien estos tratamientos tradicionales  pueden tener 
algún efecto anti-inflamatorio, son necesarias más investigaciones para buscar otros 
agentes que puedan ser dirigidos de forma más específica hacia esta vía inflamatoria. 
Como acabamos de ver, existe una amplia evidencia que apoya el papel de la inflamación 
como posible factor etiológico de la depresión mayor. Además, se ha mostrado 
repetidamente que los niveles de citoquinas pro-inflamatorias están elevados en personas 
diagnosticadas de TDM. Además, hay destacar que estas citoquinas han demostrado tener 
un efecto sobre: los niveles centrales de serotonina, actuando a múltiples niveles para 
disminuirlos (Capuron et al., 2001, 2003; Zhang et al., 2001); sobre el eje hipotálamo-
hipófisis- adrenal, aumentando su actividad y por consiguiente, la liberación de las 
hormonas CRH, ACTH y provocando insensibilidad a los glucocoticoides (Beishuizen y 
Thijs., 2003; Silverman et al., 2004; Brydon et al., 2009; Pace y Miller, 2009; Steensberg 
et al., 2003); sobre la activación de las células microgliales, aumentando la misma (Harry 
y Kraft., 2012; Stertz et al., 2013); y sobre el deterioro de la neuroplasticidad ( 
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Karunakaran y Park., 2013; Miller et al, 2009, 2013; Raison y Miller., 2003, 2013). 
Siendo todas éstas, vías que  han sido implicadas en la patogénesis de la depresión.  
Antes de finalizar, otro aspecto importante a destacar en esta relación entre el estado de 
ánimo y la inflamación, es el posible efecto que la tensión psicológica puede ejercer sobre 
la inflamación. En un meta-análisis llevado a cabo por Steptoe et al. (2007), el estrés 
psicológico se asoció con una respuesta inflamatoria aguda reflejada por una elevación 
de las concentraciones de IL-1β, IL-6; TNF-α y PCR (Steptoe et al., 2007). En la 
actualidad, esto no resulta novedoso, ya que se ha documentado ampliamente que el 
estrés, ya sea físico o psicológico, puede provocar una respuesta inflamatoria (Abbas et 
al., 2012; Miller et al., 2013; Raison y Miller., 2013). Esto sugiere que el vínculo existente 
entre los trastornos del estado de ánimo y la inflamación es de naturaleza bidireccional, 
entendiendo que la inflamación puede inducir síntomas depresivos y viceversa. 
1.8.4.2. Activación de la microglía en el TDM. 
La inflamación en el sistema nervioso, o neuroinflamación, está fuertemente asociada con 
la activación microglial. Las microglías son las células del SNC  que primero se activan 
en respuesta al daño de los tejidos o infecciones del cerebro (Stertz et al., 2013). Entre las 
funciones que desempeña la microglía se encuentran, entre otras: el reconocimiento de 
patógenos, la fagocitosis, la presentación de antígenos, y la remodelación sináptica (Réus 
et al., 2015). En condiciones fisiológicas normales, la microglía no activada o ''microglía 
en reposo'' se encuentra  vigilando el ambiente que le rodea (Nimmerjahn et al, 2005; 
Marshall et al, 2013), activándose de forma inmediata mediante cambios en su morfología 
o función, en respuesta a cambios sucedidos en el ambiente que les rodea (Marshall et al., 
2013). Entre los activadores de la microglía se encuentran diferentes moléculas como el 





por las células dañadas, como la  ATP, histonas y proteínas de choque térmico (HSP), y 
las moléculas S100, conocidos todos como DAMPS (Lu et al, 2014;Wiersinga et al, 
2014). Se diferencian dos tipos de activación microglial: la M1 o activación clásica y una 
activación M2 alternativa. En la activación M1, la microglia puede llegar a ser hiper 
ramificada o ameboide/fagocítica (Boche et al., 2013) y puede sintetizar citoquinas 
proinflamatorias (como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina1β (IL-
1β), e IL-6, entre otras) radicales superóxido, glutamato (Bargeret al., 2007; Takaki et al., 
2012), NO en el intento de  reparar los tejidos y eliminar infecciones. La activación de 
M2 que puede desencadenarse por la intervención de citoquinas como IL-4, IL-13 o IL-
25 (Boche et al, 2013; Maiorinoet al., 2013), va asociada con la liberación de citoquinas 
anti-inflamatorias como el factor de crecimiento insulínico 1 (IGF-1), IL-10; el factor de 
crecimiento transformante β (TGF-β) y factores neurotróficos (Ekdahl, 2012; Boche et 
al.,2013; Hu et al., 2015), que favorecen la recuperación y limitan la lesión de la neuronas 
(Najjar et al., 2013). El tipo y la magnitud de la lesión, entre otros factores, pueden estar 
influyendo en el desarrollo de un tipo u otro de fenotipo (Marshall et al., 2013). Además 
de esta clasificación, también se ha propuesto un nivel gradual de activación microglial 
(Figura 3), en el cual las células pueden ir pasando gradualmente desde una etapa de 
reposo, a una de alerta, a una fagocítica, para finalizar en una etapa de activación, lo que 
puede diferenciarse por las características morfológicas y los niveles de citoquinas y 
factores de crecimiento secretados (Raivich et al., 1999). Estudios recientes, han 
relacionado las  alteraciones en el número y/o la morfología de células microgliales con 
los cambios cognitivos y conductuales presentes en los trastornos psiquiátricos 
(Nakagawa y Chiba, 2014; Watkins et al, 2014; Najjar y Pearlman, 2015). Bien conocida 
es ya la contribución del estrés psicológico al desarrollo de la depresión, y la evidencia 
de estudios preclínicos han sugerido un papel de la microglia en la depresión y el estrés. 
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Hay estudios que demuestran la activación de la microglía en modelos experimentales de 
roedores sometidos a estrés (Sugama et al., 2007). El antibiótico minociclina, se ha 
mostrado eficaz en la reducción de la activación de la microglía en ratas sometidas a estrés 
(Soczynska et al, 2012; Reus et al., 2015b). Estos hallazgos apoyan la teoría de que la 
microglía desempeña un importante papel en la modulación de los efectos del estrés 




















1.8.4.3. Activación del complejo NLRP3-Inflamasoma en el TDM. 
Existe una amplia evidencia que apoya el papel de la inflamación como posible factor 
etiológico de la depresión mayor. Además, se ha mostrado repetidamente que los niveles 
de citoquinas pro-inflamatorias están elevados en personas diagnosticadas de TDM. Sin 
embargo, los mecanismos por los cuales se producen estos procesos inflamatorios aún no 
están claros.  
En los últimos años, las IL-1β e IL-18 han adquirido mucha relevancia por su implicación 
en diversas patologías y su relación con algunas caspasas implicadas en la inflamación y 
la apoptosis como es el caso de la caspasa-1. Esta interacción constituye las bases de un 
nuevo factor inflamatorio conocido como complejo inflamasoma. El inflamasoma es un 
complejo multiprotéico que está constituido por un sensor intracelular, que por lo general 
es un receptor Nod-like (NLR), un precursor de la pro-caspasa-1 y por el adaptador de 
ASC (Figura 4). La activación de este complejo induce la maduración de la caspasa-1 y 
el procesamiento de sus sustratos, IL-1β e IL-18. Los NLRs son receptores localizados 
en el citosol, entre cuyas funciones se encuentran la regulación de la inflamación y de la 
apoptosis. Están formados por tres dominios en la región amino-terminal, encargados de 
mediar la transducción de la señal y/o la activación de caspasas inflamatorias como la 
caspasa-1. En la región central, presentan un dominio de unión a nucléotidos responsable 
de la oligomerización (NOD) dependiente del ATP, y en la región carboxi-terminal, 
presenta  una secuencia repetitiva rica en leucinas conocida como LRR (Leucine Rich 
Region), a través de la cual se une a ligandos específicos. La familia de NLR se compone 
de una gran variedad de miembros, de todos ellos NLRP3 es el más estudiado y se activa 
por una amplia gama de señales de estrés celular. A este respecto, se ha demostrado que  
los ROS y la disfunción mitocondrial son importantes activadores de la inflamación 
mediada por inflamasoma (Zhou et al., 2011; Shimada et al., 2012).  











Figura 4. Estructura del complejo inflamasoma. A. Hélice formada por la unión de una proteína NLR, el 
precursor de la pro-caspasa-1 y el adaptador de ASC. Modificado de Elinav et al., 2013 
Varias son las razones que llevan a proponer el papel central que puede desempeñar el 
complejo NLRP3-Inflamasoma como inductor de los procesos inflamatorios que 
conducen al desarrollo del TDM. La primera de estas razones se basa en la presencia de 
niveles elevados de las citoquinas inflamatorias IL-1β e IL-18 en los pacientes 
diagnosticados de depresión mayor, siendo éstas precisamente las principales citoquinas 
activadas por el complejo inflamasoma (Ogura et al., 2006). Otro motivo que  lleva pensar 
en la implicación de este complejo, ha sido el hecho de que la IL-1β induce una activación 
del eje HPA (Turnbull y Rivier, 1999; Berkenboschet al., 1987; Maes et al., 1993; 
Sapolsky et al., 1987; Tominagaet al., 1991) que se sabe que está desregulado en pacientes 
deprimidos. Otra de estas razones hace referencia a que determinadas enfermedades 
inflamatorias crónicas tales como la diabetes o la artritis reumatoide que tienen altas tasas 
de comorbilidad con la depresión, también presentan activación del complejo NLRP3-
Inflamasoma (Evans et al., 2005; Mason et al., 2012). Hay estudios que describen que el 
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bloqueo de IL-1β es suficiente para bloquear las respuestas de comportamiento y procesos 
celulares depresivos que se producen como consecuencia de la exposición al estrés 
crónico en roedores (Koo et al., 2008) y esto se convierte en una razón más para pensar 
en la implicación del complejo inflamasoma en la depresión mayor. Y la última de estas 
razones se basa en la hipótesis de que la IL-1β es el primer paso en las respuestas  pro-
inflamatorias al estrés psicológico y resulta en una cascada de citoquinas pro-
inflamatorias (Iwata et al.,  2012), y como ya hemos mencionado el complejo NLRP3-
Inflamasoma es el principal regulador de la IL-β. 
Como se ha descrito, a pesar de que existen numerosos trabajos que apoyan la hipótesis 
de que la inflamación está involucrada en la etiopatogenia del TDM, los mecanismos que 
conducen a esta inflamación permanecen sin dilucidar. Por esto, en nuestro trabajo se 
examina un aspecto novedoso en relación a  los procesos de inmuno-inflamación en la 
respuesta de estrés y la depresión, y es el hecho de que el complejo NLRP3-Inflamasoma 
pueda constituir un puente entre el estrés psicológico y la depresión, y de que pueda 































































Nuestro estudio pretende demostrar la implicación del complejo NLRP3-Inflamasoma en 
la fisiopatología del TDM. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 
 Evaluar la posible activación del complejo NLRP3-Inflamasoma en células 
mononucleares de sangre periférica (PBMCs), así como la implicación del estrés 
oxidativo en la activación de este complejo. 
 Estudiar el papel del complejo NLRP3-Inflamasoma en el SNC, en un modelo 
murino de depresión inducida por estrés. 






































































Material y Métodos 
3. MATERIAL Y MÉTODOS. 
El estudio con pacientes se realizó con la aprobación del comité de ética de la Universidad 
de Sevilla, de acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki y todas las 
Conferencias Internacionales de Armonización y Guías de Buenas Práctica Clínicas. 
Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito antes de 
comenzar el estudio. 
Los estudios en animales fueron realizados de acuerdo con las directrices de la Unión 
Europea (2010/63/UE) y la normativa española para el uso de animales de laboratorio en 
experimentos crónicos (RD 53/2013 sobre el cuidado de los animales de 
experimentación: BOE 02/08/2013). Todos los experimentos fueron aprobados por el 
comité institucional local del cuidado de los animales. 
3.1. Pacientes. 
Nuestro primer estudio en humanos contó con dos grupos experimentales y uno control. 
El primero de los grupos experimentales estuvo constituido por un grupo de veinte 
pacientes diagnosticados de depresión mayor melancólica según los criterios diagnósticos 
del DSM-IV (Código DSM-IV: F33) que se encontraban en el primer episodio depresivo 
y que no habían recibido aún ningún tratamiento. El diagnóstico fue establecido mediante 
entrevista personal de acuerdo a los criterios diagnósticos del DSM-IV. El segundo de los 
grupos experimentales estaba formado por veinte pacientes con el mismo diagnóstico 
clínico que el anterior, con la diferencia de que estos ya estaban siguiendo un tratamiento 
con el antidepresivo tricíclico amitriptilina durante un mínimo de 10 meses consecutivos, 
en las dosis que fueron consideradas efectivas por sus médicos. Estas dosis fueron muy 
homogéneas (62,5 ± 12 mg / día). Ambos grupos de pacientes fueron reclutados después 
de un primer episodio depresivo por el Servicio de Psiquiatría del Hospital Virgen 
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Macarena de Sevilla, España. Todos los pacientes fueron evaluados además utilizando el 
Inventario de Depresión de Beck (BDI) (41,5 ± 8,3 es la media de todos los pacientes 
deprimidos). Cualquier intento de suicidio se registró en todos los pacientes. Pocos 
hombres fueron incluidos en este estudio debido a la baja cantidad de hombres afectados 
por depresión mayor en el Servicio de Psiquiatría del Hospital Virgen Macarena en el 
momento del estudio. Los pacientes en tratamiento con amitriptilina se mantuvieron 
estables según lo confirmado por el seguimiento de consultas externas de la unidad. Todos 
los pacientes tenían al menos 18 años de edad (la edad y el sexo están especificados en la 
Tabla 1), y, o bien ellos o sus representantes legales dieron su consentimiento informado 
para ser incluidos en el estudio. Finalmente se incluyó un grupo control de 20 voluntarios 
sanos (5 hombres y 15 mujeres) coincidentes con el rango de edad, el género, el origen 
étnico y la demografía de los pacientes reclutados (Tabla 1). 
Los criterios de inclusión y exclusión que debían cumplir los pacientes participantes del 
estudio fueron: 
-Criterios inclusión: 1) Pacientes diagnosticados de depresión mayor según criterios 
DSM-IV 2) Que presten su consentimiento por escrito a participar en el estudio. 
- Criterios de exclusión: 1) Pacientes con patología reumática concomitante (artritis 
reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis psoriásica, lupus eritematoso sistémico, 
artropatías microcristalinas o artrosis). 2) Enfermedad sistémica (cardio-pulmonar, 
neurológica, renal, febril) significativa. 3) Enfermedad grave que pueda impedir el 
desarrollo del estudio o evaluación de los resultados. 4) Pacientes con psicopatología 
grave (esquizofrenia, riesgo de autolisis), con dependencia de sustancias psico-activas, o 
con enfermedad que pudiese dar lugar  a síntomas depresivos (alteración de la glándula 
tiroides, cáncer, anemia…). 5) Pacientes en litigio por reclamación de invalidez, etc, 
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necesarias para llevar a cabo el estudio. 7) Pacientes que se nieguen a participar o a firmar 
el consentimiento informado. 
Para la evaluación del efecto de los antidepresivos en el complejo inflamasoma se tomó 
una muestra de 194 sujetos (Tabla 2) diagnosticados de depresión mayor  que habían sido 
tratados con diferentes antidepresivos. De estos sujetos, 20 fueron tratados con 40mg/día 
de fluoxetina (inhibidor selectivo de la recaptación de la serotonina, ISRS), 17 fueron 
tratados con 40 mg/día de paroxetina (ISRS), 18 con 30 mg/día de mianserina (TeCA), 
15 con 30 mg/día de mirtazapina (TeCA), 20 sujetos con 30 mg/día de  venlafaxina 
(Inhibidor de la recaptación de la serotonina y la noradrenalina, IRSN), 21  fueron tratados 
con 50 mg/día de desvenlafaxina, 20 sujetos fueron tratados con 25 mg/día de 
amitriptilina (antidepresivo tricíclico, TCA), otros 20 con 50 mg/día de imipramina 
(TCA) y por último, 18 con 25 mg/día de agomelatina.  Y se compararon con un grupo 
de 20 personas con el mismo diagnóstico de depresión mayor pero que no habían recibido 
ningún tratamiento con antidepresivos y con un grupo control de sujetos voluntarios sanos 
con características  sociodemográficas, edad y sexo similares a los sujetos con diagnóstico 
de depresión mayor. 
3.2. Evaluación de los pacientes. 
En el mismo día, tras informar al paciente y firmar el consentimiento informado y 
previamente a la realización de la extracción sanguínea, se realizó la evaluación clínica 
de los pacientes utilizando los siguientes instrumentos: 
-Inventario de Depresión de Beck (BDI).Concretamente, se ha utilizado la versión  
adaptada y traducida al castellano por Vázquez y Sanz (1991). Se trata de  un cuestionario 
auto-aplicado de 21 ítems que evalúa un amplio espectro de síntomas depresivos. Se 
sistematizan 4 alternativas de respuesta para cada ítem, que evalúan la gravedad/ 
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intensidad del síntoma y que se presentan igualmente ordenadas de menor a mayor 
gravedad. El marco temporal hace referencia al momento actual y a la semana previa. El 
paciente tiene que seleccionar, para cada ítem, la alternativa de respuesta que mejor refleje 
su situación durante el momento actual y la última semana. La puntuación total se obtiene 
sumando los valores de las frases seleccionadas que van de 0 a 3. El rango de la 
puntuación obtenida es de 0-63 puntos. Los puntos de corte usualmente aceptados para 
graduar la intensidad/severidad son los siguientes: 
No depresión: 0-9 puntos. 
Depresión leve: 10-18 puntos. 
Depresión moderada: 19-29 puntos. 
Depresión grave: más de 30 puntos. 
A efectos de selección de sujetos para investigación, el punto de corte usualmente 
aceptado es > 21 puntos. 
-Entrevista clínica basada en criterios diagnósticos DSM-IV. Entrevista realizada según 
protocolo del Área de Salud Mental Macarena, donde se recogen las variables clínicas 
más relevantes de cada paciente (duración de la enfermedad, número de episodios 
depresivos, gravedad, etc). 
3.3. Fármacos y reactivos. 
Los reactivos fluoxetina, paroxetina, mianserina, mirtazapina, venlafaxina, 
desvenlafaxina, amitriptilina, imipramina, agomelatina, minociclina y coctel inhibidor de 
proteasas, junto con el ATP fueron adquiridos de la casa comercial Sigma Chemical Co. 
(St. Louis, MO). El anticuerpo anti- GAPDH anticuerpo monoclonal de Calbiochem - 
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Invitrogen / Molecular Probes (Eugene, Oregón). El anticuerpo anti caspase-1 activa se 
adquirió en Cell Signaling Technology. El anticuerpo anti - NLRP3 de Adipogen (San 
Diego, EE.UU.) y anti -IL - 1β (p17) de Santa Cruz de Biotecnología. El kit de sustrato 
Immun Star HRP era de Bio -Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA). 
3.4. Líneas celulares. 
Para los ensayos celulares utilizamos la línea celular THP-1 que fueron  cultivadas a 37º 
C en una atmósfera de CO2 al 5% en el medio RPMI-1640 suplementado con L-
glutamina, antibiótico/solución antimicótica (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 
EE.UU.), y suero bovino fetal al 10%. Las células THP-1 fueron cultivadas con ATP 5 
mM durante 6 y 12h con y sin amitriptilina a concentraciones 0,5, 1 y 5 M. Durante este 
período de tiempo, el medio no fue renovado para poder determinar la presencia de las 
interleuquinas en el mismo. 
Para la evaluación del efecto de los antidepresivos, las células THP-1 se cultivaron con 
ATP a una concentración 5 mM durante 12h con y sin la adición de fluoxetina, paroxetina, 
mianserina, mirtazapina, venlafaxina, desvenlafaxina, amitriptilina, imipramina o 
agomelatina 1µM. 
3.5. Muestras sangre. 
La recogida de muestras sanguíneas se hizo de forma ambulatoria en el Área de 
Psiquiatría del Hospital Virgen Macarena mediante punción venosa con Vacutainer en 
condiciones de esterilidad, en tubos con anticoagulante EDTA. Se tomaron 16 ml de 
sangre a cada paciente. Tras la extracción de sangre coagulada, estas muestras fueron 
centrifugadas a 3800 g durante 5 min, y el suero se almacenó a – 80º C hasta la realización 
del  ensayo. 
3.6. Aislamiento de PBMC mediante Ficoll-PaqueTM PLUS.  
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Para la obtención de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se utilizó el 
protocolo basado en la utilización del polisacárido hidrofílico Ficoll-PaqueTM PLUS. Para 
este protocolo usamos entre 2,5 - 3 ml de sangre heparinizada y mezclada con 1,5 ml de 
solución salina equilibrada (BSS, Balanced Salt Solution), una solución salina con 
glucosa que mantenía la viabilidad de las células sanguíneas. Para cada 2 ml de sangre 
con BSS, se utilizó 1,5 ml de Ficoll-PaqueTM PLUS. El primer paso consistía en introducir 
el Ficoll-PaqueTM PLUS dentro de un tubo Corning de 15 o 50 ml, dependiendo del 
volumen de sangre obtenido. A continuación, la sangre se introducía lentamente con una 
pipeta Pasteur, evitando que se mezclase con la capa de Ficoll-PaqueTM PLUS. 
Posteriormente se centrifugó a 900 g en una centrífuga basculante durante 40 min. Tras 
la centrifugación se observó la separación de los componentes de la sangre, una fase 
superior amarilla de plasma, seguida de una interfase que contenía los monocitos y 
linfocitos (PBMC) situada encima del Ficoll y, finalmente, un precipitado formado por 
plaquetas, eritrocitos y demás fragmentos celulares. Recogimos la interfase formada por 
monocitos y linfocitos con una pipeta Pasteur, y se pasaron a un nuevo tubo Corning, 
donde por cada mililitro de células recogidas se añadieron 3 ml de tampón BSS, se invirtió 
y se centrifugó a 900 g durante 10 min para eliminar las plaquetas y limpiar las PBMC. 
3.7. Animales para ensayos in vivo. 
Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones macho C57/BL6/J de ocho semanas de edad 
con un peso de entre 25-30 g. Estos ratones se mantuvieron en un ciclo de 12 horas 
luz/oscuridad. Igualmente se usaron ratones machos noqueados para el gen NLRP3 
(NLRP3 -/-), con fondo genético C57/BL6/J, de ocho semanas de edad con un peso de 
entre 25-30 g. Estos ratones fueron aportados por el Dr. Bernhard Ryffel (INEM - 
UMR7355 - CNRS - University of Orleans). Para evitar los efectos de la consanguinidad, 
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anestesiados con CO2 y se sacrificaron por decapitación. Se tomaron muestras de sangre 
para aislamiento de suero mediante centrifugación a 3800 g durante 5 min, y el suero se 
almacenó a – 80º C hasta la realización del  ensayo. Para la extracción de tejido nervioso, 
los ratones fueron perfundidos mediante inyección de suero fisiológico por punción 
intracardíaca. Tras la perfusión, los cerebros fueron extraidos y seccionados en sus dos 
hemisferios. Uno de los hemisferios se fijó por inmersión en paraformaldehido al 4% y 
de la otra mitad se disecaron la cortez prefrontal y el hipocampo. Además, se aislaron las 
secciones de hipocampo y cortex prefrontal. Previamente, los ratones fueron perfundidos 
mediante inyección de suero fisiológico por punción intracardíaca.  
Para los experimentos de minociclina los ratones fueron asignados aleatoriamente a uno 
de los siguientes cuatro grupos: grupo de animales estresados tratados con solución salina, 
grupo de animales estresados tratados con el fármaco (minociclina), grupo de animales 
no sometidos a estrés tratados con solución salina, o grupo de animales no sometidos a 
estrés tratados con  minociclina. Los ratones recibieron inyecciones diarias 
intraperitoneales de minociclina (10 mg / kg: Sigma-Aldrich) o del vehículo sólo (PBS) 
en función del grupo al que correspondiesen, durante los 30 semanas que duró el período 
de estrés. 
3.8. Pruebas para la determinación del comportamiento depresivo en animales: 
3.8.1. Modelo de Restraint stress (RS). 
El ensayo de estrés crónico por inmovilización, representa un paradigma de inducción de 
depresión aceptable en roedores. Se considera que el RS activa la respuesta al estrés a 
través de circuitos límbicos (Herman y Cullinan, 1997). La inmovilización tiene una 
combinación de elementos psicogénicos y neurogénicos que sugiere que el estrés por 
inmovilización resulta en cambios morfológicos, neuroquímicos y funcionales que se 
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distribuyen  ampliamente en el cerebro (McIntyre et al., 1999). Para producir este estrés 
crónico por inmovilización, los ratones fueron confinados en tubos cónicos de 50 ml con 
pequeñas perforaciones para permitir la ventilación, en posición  horizontal, durante 2 
horas cada día,  un total de 30 días consecutivos. Durante este período de 2 h de estrés 
por inmovilización, tanto los grupos estresados como los de control fueron privados de 
comida y agua. Transcurridas las 2 horas, se les proporcionó alimento y agua ad libitum 
y su ingesta se monitorizó diariamente. La inmovilización se realizó a la misma hora cada 
día hasta el día antes del sacrificio. Los ensayos de comportamiento se llevaron a cabo 4 
días antes del sacrificio, por lo que durante esos cuatro días primero se realizaba la 
inmovilización y 3 horas después se hacía la prueba de comportamiento pertinente. 
3.8.2. Prueba de natación forzada. 
La Prueba de Natación Forzada (PNF) (Porsolt et al., 1977b), consiste en someter a los 
animales experimentales a una situación aversiva de la que no pueden escapar. 
Actualmente, la PNF, es una de las pruebas más utilizadas para medir el comportamiento 
depresivo en roedores. 
En nuestros ensayos, los ratones fueron colocados individualmente en un recipiente 
cilíndrico de vidrio transparente de 2 litros de capacidad (19 cm de altura) lleno hasta una 
profundidad de 13 cm con agua a 23 ° C, y fueron sometidos a una sesión de 6 minutos 
de inmersión en agua. Los periodos de inmovilidad de los sujetos experimentales, fueron 
anotados por un observador ciego al tratamiento que recibían los ratones,  teniéndose en 
cuenta únicamente la inmovilidad producida entre el minuto 2 y el 6 de la sesión. Dicha 
inmovilidad fue definida como la ausencia total de movimiento de las extremidades 
superiores e inferiores, o el mínimo movimiento posible de las mismas para mantenerse 
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3.8.3. Interacción social. 
Este procedimiento, propuesto por File y Hyde (1978), fue ideado para medir la conducta 
ansiosa en las ratas. Posteriormente se ha adaptado para medir dicha conducta en los 
ratones (KrsiaK et al., 1990; Egashira et al., 2007). El protocolo original consiste en 
colocar una pareja de ratas en un ambiente no familiar, en ciertas condiciones de 
iluminación (alta o baja iluminación). Durante la observación de sus conductas, se van 
tomando medidas de los patrones de interacción social y locomoción que se establecen 
entre ellos. File y Hyde (1978, 1979), defienden que ciertas conductas sociales, como 
pueden ser el olfateo, el aseo, el seguimiento, el golpeo, la lucha, el salto, y echarse sobre 
el congénere, pueden verse inhibidas cuando se incrementa la ansiedad manipulando 
factores ambientales (una habitación no familiar o una iluminación elevada). Como uno 
de los síntomas de la depresión es la disminución del interés por mantener contactos 
sociales, muchos estudios  utilizan este test para medir este aspecto de la conducta 
depresiva en ratones.  
En nuestro trabajo, la interacción social en parejas se realizó en una jaula de pruebas 
neutral (caja gris de Plexiglás, de 30 cm × 30 cm × 30 cm). Las condiciones de 
iluminación de la sala permanecieron constantes durante todos los ensayos (luz blanca de 
60W). Previamente, cada ratón había sido habituado a la jaula de prueba dejándole en 
ésta durante 10 minutos dos días consecutivos. Un día después de la última prueba de 
habituación, dos ratones del mismo genotipo (el de la prueba y el ratón no familiar) fueron 
colocados juntos en la misma jaula de pruebas y su tiempo de interacción se registró 
durante un período de 10 minutos. Se midió el tiempo que los animales empleaban en las 
conductas consideradas de interacción (olfateo, aseo, seguimiento, golpeo, lucha, salto, y 
echarse sobre el congénere). En este protocolo no se observó el comportamiento agresivo. 
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El tiempo de interacción se cuantificó por dos observadores ciegos a los tratamientos y 
previamente entrenados. 
3.8.4. Test de consumo de sacarosa. 
Teniendo en cuenta el valor apetitivo y de refuerzo primario que tienen las soluciones 
dulces, el consumo de sacarosa se ha utilizado para evaluar la conducta hedónica en 
ratones. Como se ha definido anteriormente, la anhedonia es uno de los síntomas 
fundamentales para el diagnóstico de episodio depresivo. En este sentido, la anhedonia 
se define operacionalmente como una baja sensibilidad a la recompensa o una elevación 
de los umbrales de refuerzo positivo, y se ha asociado en la mayoría de los estudios con 
una bajada del consumo de bajas concentraciones (0,1%-2%) de sacarosa (Kompagne et 
al., 2008). 
En nuestro estudio, tres días antes del ensayo los ratones fueron habituados a una solución 
que contenía sacarosa al 1% con agua durante 24 h, sin previa restricción de comida y 
posteriormente se les sustituyo la solución por agua durante 24 h. Transcurrido este 
tiempo, se privó a los animales de fluidos durante toda la noche y a la mañana siguiente, 
se les presentó a los ratones dos botellas una de las cuales contenía agua con 1% de 
sacarosa y la otra agua sin sacarosa, durante 24 h se midieron los volúmenes consumidos. 
El consumo fue medido por el peso del bebedero antes y después de las 24 horas de 
evaluación. La cantidad de sacarosa consumida se normalizó a la del agua para cada 
animal. 
3.8.5. Consumo de alimento. 
Como ocurre con el consumo de sacarosa, la ingesta de alimento también tiene carácter 
de reforzador primario positivo, y la disminución de su consumo, reflejaría igualmente, 
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demuestran que, de forma general, la estimulación  estresante más suave podría inducir 
hiperfagia mientras que los estímulos estresantes más severos inducirían hipofagia 
(Silveira et al., 2000). 
Inmediatamente después del periodo de modelación de estrés por inmovilización (30 
días), se les permitió a los ratones acceso ad libitum a la comida durante 24, 48 y 72 horas 
en un bol de vidrio de 6 cm de diámetro x 1,5 (de altura). El consumo de alimentos se 
calculó como la media de las diferencias en el peso de la comida antes y después del 
período de estrés, presentando los resultados en relación al consumo de comida de los 
animales no sometidos a estrés. 
3.9. Análisis de proteínas mediante Western-Blot. 
3.9.1. Cuantificación de proteínas por el método Bradford. 
Para cuantificar la cantidad de proteínas para los ensayos de Western-Blot  hemos usado 
una modificación del método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) ideada para 
muestras que contienen membranas (Stoschek, 1990). El ensayo se realizó añadiendo en 
una cubeta de espectrofotómetro 50 μl de NaOH 1M, 20 μL de la muestra y 1 ml de 
reactivo de Bradford. Tras dejar incubar la mezcla 5 minutos a temperatura ambiente y 
protegida de la luz, se midió la absorbancia a 595nm en un espectofotómetro UniCam UV 
500 (Thermo Spectronic). La cantidad de proteína fue determinada mediante una recta 
patrón realizada con cantidades conocidas de inmunoglobulina G (0-28 μg). 
3.9.2. SDS-Page y Western-Blot. 
El análisis de las proteínas que estaban presentes en los tejidos lisados y células se efectuó 
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), según el 
procedimiento descrito por Laemli (Laemli, 1970), a una intensidad de 35 V por cada gel 
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en un sistema MiniProtean III (Bio-Rad) y con tampón de carrera TGS10X 
(Tris/Glycine/SDS Buffer 10X, BioRad). Para ello, preparamos geles de diferentes 
concentraciones de acrilamida de acuerdo a las necesidades del peso molecular de las 
proteínas a estudiar y al 4% el gel condensador. Realizamos la electroforesis a 120 V en 
tampón de electroforesis TGS (Tris/Glicina/SDS, Bio-Rad). Tras la electroforesis se 
procedió a la transferencia (Trans-Blot, SD, Semi-Dry Transfer Cell con fuente de 
alimentación Bio-Rad Power Pac 1000) a 25V y durante 45 minutos en tampón de 
transferencia TG (Tris/Glycine Buffer 10X, BioRad). Se usaron membranas de 
Nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amerscham Biosciences). A continuación de la 
transferencia, para comprobar que la misma se ha realizado correctamente, la membrana 
de nitrocelulosa fue teñida con una solución de Rojo Ponceau al 0.5% en ácido acético al 
1%. Después de desteñir el rojo Ponceau con ácido acético 1%, las membranas fueron 
bloqueadas con TTBS (Tris 20mM pH 7.6, NaCl 150 mM+Twenn-20 0,05%)+Leche 
0,5% a 4ºC durante 16 horas.  
3.9.3. Inmunodetección con anticuerpos. 
Las membranas ya bloqueadas se incubaron con los anticuerpos primarios durante toda 
la noche a 4ºC en TTBS (TBS, Tween-20 al 0.05%, agua destilada y leche en polvo). 
Seguidamente, lavamos las membranas tres veces durante 5 minutos cada lavado, en 
TTBS (TBS, Tween-20 al 0.05%, agua destilada). Posteriormente, las membranas fueron 
incubadas con el correspondiente anticuerpo secundario, el cual, está marcado con 
peroxidasas de rábano HRP para catalizar la oxidación del luminol en presencia del 
peróxido de hidrógeno, durante 2 horas en TTBS (igual que el primario). Posteriormente, 
se realiza la detección de la proteína por quimioluminiscencia usando el kit comercial 
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XposureTMFilm (Clear Blue X-Ray Film, Pierce). La imagen de Western blot se 
cuantificó utilizando el software ImageJ (ver: http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). 
3.10. Niveles IL-1β e IL-18. 
Los niveles de IL-1β (Genway, San Diego CA, EE.UU.) e IL-18 en suero (Biosensis, 
Australia) se analizaron por duplicado por kits ELISA comerciales. Brevemente, el 
procedimiento consistió en pipetear en una placa multipocillos cuyos pocillos estaban 
revestidos de un anticuerpo específico para la IL-1β, 100 µl de suero de cada sujeto y se 
dejó incubar durante una hora a temperatura ambiente. Tras la incubación y los lavados 
correspondientes, se procedió a una incubación con un segundo anticuerpo biotinilado 
durante una hora. En la primera incubación, el antígeno IL-1β se une de forma simultánea 
al anticuerpo inmovilizado en un sitio, y al anticuerpo biotinilado en un segundo sitio. 
Después de la eliminación del exceso de este segundo anticuerpo, se añadió la enzima 
estreptavidina-peroxidasa. Ésta se une al anticuerpo biotinilado para completar el 
sándwich de cuatro miembros. Después de una incubación y del  lavado para eliminar 
toda la enzima no unida, se añadió una solución de sustrato, que actúa sobre la enzima 
unida para producir color. Finalmente las muestras fueron analizadas en un 
espectrofotómetro (iMark microplate, Bio-Rad)  a una longitud de onda de 450nm. La 
intensidad de este producto coloreado es directamente proporcional a la concentración de 
IL-1β presente en las muestras.  
Para la determinación de los niveles de IL-18, se utilizó igualmente un Kit de ELISA 
(Biosensis, Australia), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se añadieron 100 µl 
de cada muestra en una placa previamente revestida con un anticuerpo monoclonal 
específico para IL-18 y se incubaron durante una hora. Durante esta primera incubación, 
IL-18 es capturado e inmovilizado sobre la placa. Después del lavado, un conjugado de 
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peroxidasa de rábano picante (HRP) anti-IL-18 anticuerpo fue pipeteado en los pocillos, 
e incubado durante una hora. La unión del anticuerpo conjugado HRP a los pocillos 
completa el sándwich de tres miembros. Tras el lavado, la actividad de HRP es detectada 
mediante la incubación del reactivo de sustrato TMB durante 30 minutos. La incubación 
del reactivo de sustrato dentro de los pocillos produce un color que es proporcional a la 
cantidad de IL-18 contenida en la muestra. Tras el período de incubación, la reacción se  
paró añadiendo a cada pocillo una solución que termina la reacción catalizada por HRP y 
estabiliza el color formado. La absorbancia de cada pocillo se midió a 450 nm utilizando 
un lector de placa iMark microplate, Bio-Rad. 
3.11. Niveles de ATP. 
Los niveles de ATP se determinaron en homogenados celulares mediante un ensayo de 
bioluminiscencia utilizando un kit de determinación de ATP (Molecular Probes) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este kit consiste en el requerimiento de ATP 
por la luciferasa para la producción de luz, por lo que a mayor contenido de ATP de la 
muestra, mayor emisión de luz. Para ello, en los ensayos se  mezclaron cantidades 
proporcionales de una solución de reacción que contenía luciferasa de luciérnaga 
recombinante y su sustrato D- luciferin, con los homogenados de tejido, para medir 
posteriormente la luminiscencia emitida con un luminómetro modelo Luminoskan TL 
Plus (Thermos Lab Systems) a una longitud de onda de 560nm. Para la cuantificación 
final, se realizó una recta de calibrado con muestras de ATP de concentración conocida. 
3.12. Producción mitocondrial de ROS. 
La generación mitocondrial de ROS en células THP-1 se determinó por citometría de 
flujo utilizando MitoSOX™, un indicador de anión superóxido mitocondrial. 
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37°C, se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en 500 ml de PBS  para 
posteriormente ser analizadas por citometría de flujo en un citómetro Epics XL, Beckman 
Coulter, Brea, California, EE.UU. (excitación a 510 nm y detección de fluorescencia a 
580 nm). 
3.13. Determinación de la peroxidación lipídica. 
Los niveles de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) en plasma, células o 
tejidos fueron determinados por un método basado en la reacción con el ácido 
tiobarbitúrico (TBA) a 90-100ºC. La peroxidación de lípidos en las células fue estimada 
mediante el análisis de la acumulación de lipoperóxidos con el kit comercial OxiSelect™ 
TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) de Cell Biolabs Inc. (Arjons DriveSan Diego, 
USA). Las TBARS se expresan en términos de niveles de malondialdehído (MDA). En 
estos ensayos, un estándar MDA se utiliza para construir una curva estándar contra la que 
las muestras desconocidas se pueden trazar. 
El Kit de ensayo para sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) es una 
herramienta para la medición cuantitativa directa de MDA en las muestras biológicas. La 
cantidad desconocida de MDA que contienen las muestras o estándares de MDA se hacen 
reaccionar primero con TBA a 95°C. Después de una breve incubación, las muestras y 
los estándares pueden ser leídos o bien por espectrofotometría o fluorométricamente. El 
contenido de MDA en las muestras desconocidas se determina por comparación con la 
curva estándar MDA predeterminada. 
Para realizar el protocolo, en primer lugar, se añadió por duplicado 100 µl de las muestras 
(homogenados o suero) en tubos Eppendorf independientes. Seguidamente se añadió 
100µl del reactivo SDS Lysis Solution a cada uno de estos Eppendorf cargados con las 
muestras y se dejó incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el 
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tiempo, se añadió a los tubos 250µl del reactivo TBA Reagent, se cerraron y se incubaron 
a 95ºC durante 45-60 minutos en un baño Selecta, Unitronis OR. El siguiente paso fue 
retirar los tubos del baño y enfriarlos con hielo durante 5 minutos para llevar a 
temperatura ambiente. Tras esto, fueron centrifugados a 3000 rpm 5 minutos y se les 
extrajo el sobrenadante para ser analizado. Por último, se pasaron 200µl del sobrenadante 
de cada tubo Eppendorf  a una placa de  multipocillos y se leyó a una absorbancia de 
532nm en un lector de placa iMark microplate, Bio-Rad. 
Para preparar la curva estándar, se hicieron una serie de diluciones de MDA en agua 
destilada en un rango de concentraciones de 125 μM  a 0 μM. 
3.14. Extracción de ARN. 
Tanto las células como los tejidos fueron lavados con PBS para después añadir 1ml 
TRIsure (TRIsure, Bioline). La mezcla con el reactivo de TRIsure se dejó incubar durante 
5 minutos a una temperatura de entre 15ºC y 25ºC para provocar la disociación de los 
complejos de nucleoproteínas. A continuación se retiró el TRIsure, se añadió Cloroformo 
(0,2ml/ml TRIsure) y se agitó durante 15 segundos, para después dejar reposar 10 minutos 
a temperatura ambiente y centrifugar 15 minutos a 12000g y 4ºC. Tras la centrifugación, 
la muestra quedó dividida en tres fases: una fase superior transparente (que contenía el 
ARN), una fase intermedia (que contenía el ADN) y una fase inferior de color verde (en 
la que se encontraban las proteínas). La fase superior se transfirió a un tubo limpio, se 
añadió Isorpopanol (0,5ml/ml TRIsure) y se mezcló por inversión. A continuación 
incubamos 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugamos a 12000g, 10 minutos a 
4ºC y eliminamos el líquido sobrenadante. El ARN precipitado se lavó con EtOH 75% 
(1ml/ml TRIsure) y se volvió a centrifugar a 7500g, 5 minutos a 4ºC. A continuación se 
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de H2O DEPC e incubarla 15 minutos a 60ºC. El ARN ya purificado fue cuantificado 
mediante espectrofotometría (Nanodrop ND-1000, de NanoDrop). 
3.15. Tratamiento con DNAsa. 
Una vez extraído el ARN, este es tratado con el kit Deoxiribonucleasa I, Amplification 
Grade (Sigma), de acuerdo a las instrucciones que especifica su protocolo, un microgramo 
de RNA total de cada muestra se incubó en tampón de lavado gDNA a 42ºC durante 5 
min. Mediante este protocolo eliminamos la actividad RNAsa y los posibles restos 
existentes de ADN para obtener así un ARN útil para ensayos tan sensibles como lo es la 
Real Time PCR. 
3.16. PCR en tiempo real. 
A partir del ARN sintetizamos cDNA usando el kit comercial iScriptTMcDNA Synthesis 
Kit (Bio-Rad Laboratories). La reacción se llevó a cabo en un termociclador iCycler de 
Bio-Rad, empleando 0,5μg de ARN por cada reacción y siguiendo el siguiendo protocolo: 
5 minutos a 25ºC; 30 minutos a 42ºC y 5 minutos a 85ºC. 
La PCR en tiempo real consiste en un tipo de PCR cuantitativa que mide la cantidad de 
cDNA o de mRNA en una muestra, y se utiliza comúnmente para determinar la expresión 
de un gen, número de copias de mRNA. Para ello, existen varios métodos, pero todos 
basados en el uso de fluorocromos que emiten una fluorescencia proporcional a la 
cantidad de ADN que se está sintetizando. Ambos procesos de amplificación y detección 
se producen de manera simultánea, permitiendo conocer y registrar en todo momento la 
cinética de la reacción de amplificación. El sistema de detección por fluorescencia que 
empleamos en nuestros ensayos para la determinación de la expresión génica por PCR en 
tiempo real fue el sistema de detección por agentes intercalantes, concretamente el SYBR 
Green. Para ello hemos usado el kit comercial iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), de 
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acuerdo al protocolo descrito en el mismo y usando un volumen final de 25μl con 2μl de 
cDNA (obtenido a partir de 0,5μg de ARN). El SYBR Green es un fluorocromo que 
aumenta considerablemente la emisión de fluorescencia cuando se une a ADN, reflejando 
el incremento de ADN en cada ciclo en un aumento proporcional de la fluorescencia 
emitida. 
Para mejorar la especificidad de este fluorocromo iniciamos la reacción de síntesis de 
ADN a altas temperaturas (hot-start PCR), disminuyendo así el riesgo de amplificaciones 
inespecíficas. Además, empleamos condiciones de reacción óptimas así como una 
selección cuidadosa de los cebadores para disminuir el riesgo de formación de dímeros. 
Para ello, los cebadores para PCR a tiempo real fueron diseñados con el programa 
informático Beacon Designer (Beacon Designer 4.01, Premier Biosoft Internacional). La 
reacción fue llevada a cabo en un termociclador iCycler (Bio-Rad) que incorpora un lector 
de fluorescencia (MyiQTM Single Color, Real Time PCR, Detection System, Bio-Rad). 
Los cebadores usados para NLRP3 fueron: 5’- GGAGAGACCTTTATGAGAAAGCAA-
3’ (fordward) y 5’-GCTGTCTTCCTGGCATATCACA-3’ (reverse). Los de caspasa -1 
fueron: 5’-CCGAAGGTGATCATCATCCA-3’ (fordward) y 5’- 
ATAGCATCATCCTCAAACTCTTCTG-3’ (reverse). Los cebadores para  IL-1β fueron: 
5’- TTACAGTGGCAATGAGGATGAC -3’ (fordward) y 5’- 
GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT-3’ (reverse). Se utilizó un segundo par de beta-actina 
cebadores como un control interno: fordward: 5’-CCA GAT CATGTT TGA GAC C-3’ 
y reverse: 5’- ATG TCA CGC ACG TCA TCCC-3’. Todas las reacciones se realizaron 
por duplicado. Las mezclas de reacción, sin ARN, se utilizaron como controles negativos 
en cada serie. La ausencia de contaminación de ADN genómico se confirmó mediante el 
establecimiento de las reacciones de control que no contienen transcriptasa inversa. 
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Para la determinación de los niveles de Serotonina presentes células mononucleares de 
sangre periférica se usó un Kit de ELISA (GenWay, San Diego, CA, USA), procediendo 
según las instrucciones del fabricante. Brevemente, tras una previa acetilación de las 
muestras, 25 µl de éstas se trasladaron a una placa multipocillos que tenía previamente 
unida el antígeno en la fase sólida de la misma. A partir de aquí las muestras fueron 
incubadas sucesivamente con un anticuerpo específico para la Serotonina, con un 
anticuerpo IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rábano, y finalmente con el 
substrato TMB. Después de detener la reacción, se midió a una absorbancia de 450 nm. 
La cuantificación de las muestras desconocidas se logró mediante la comparación de su 
absorbancia con una curva de referencia preparada con concentraciones estándar. 
3.18. Inmunohistoquímica y análisis histológico. 
Para la inmunohistoquímica (IHQ), los ratones de cada grupo experimental fueron 
anestesiados y perfundidos con solución salina. Posteriormente, se extrajeron sus cerebros 
y se fijaron por inmersión durante 24 horas a 4 ºC en paraformaldehído al 4% preparado 
en solución salina tamponada con fosfato (PBS). Después de esto, los  tejidos fueron 
crioprotegidos en una solución de sacarosa al 30% en PBS durante 2 días a 4 ºC. 
Seguidamente, se cortaron los cerebros en secciones coronales (50 µm) y se procesaron 
por IHC de libre flotación para detectar Iba1 (1: 1000, Wako química EE.UU) y células 
doblecortina  (DCX, 1: 500 [sc-8066] Santa Cruz de Biotecnología). La tinción de 
anticuerpos para IHC se visualizó con H2O2 y diaminobencidina. Para minimizar la 
variabilidad, se analizaron al menos 2 secciones de hipocampo rostral (de -1,58 a -2,06 
mm con respecto a bregma) o corteza prefrontal (1,94 a 1,70 mm con respecto al bregma) 
por ratón (n = 4 ratones por grupo) bajo un microscopio de campo claro DMRB RFY HC 
(Leica). Para las células de DCX, en cada sección se cuantificó el número total de células 
positivas en todo el giro dentado usando el software Image-J (descargado como un 
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paquete de software libre del dominio público: http://rsb.info.nih.gov/ij /download.html). 
Para determinar la activación de la microglía, se utilizó la aplicación contador de células 
de ImageJ y la densidad de células positivas Iba1 ramificadas, polarizadas e hipertrofiadas 
se contó en 6 imágenes (40 aumentos) de cada hipocampo y PFC. 
Para llevar a cabo esta técnica, seguimos el protocolo para cortes flotantes en agitación 
(modificado de Martínez y Belmonte, 1996) que paso a describir a continuación: 
En primer lugar se lavó el anticongelante, realizando 3 lavados de 4 minutos cada uno en 
PBS. Seguidamente se permeabilizó el tejido lavando el mismo 3 veces durante 8 minutos 
en PBS 0,5% Tritón X-100 (AppliChem). El siguiente paso fue efectuar 2 lavados de 8 
min en PBS, para retirar el detergente. Para la inactivación de la actividad peroxidasa 
endógena, se incubó en una solución de 25% Agua destilada, 25% PB2x, 50% etanol y 
1,66% H2O2 durante 20 min. Tras esto, se realizaron 2 lavados de PBS de 10 minutos. Y 
acto seguido, se equilibró el tejido mediante 2 lavados de 10 min en PBS 0,5% Tritón X-
100. Para bloquear las uniones inespecíficas del anticuerpo primario, se incubó durante 
1h con una solución de bloqueo (10% gelatina y 10% suero fetal bovino (PAA 
Laboratorios GMBH)) en PBS 0,5% Tritón X-100. Después se incubó con el anticuerpo 
primario a la dilución adecuada en una solución 10% gelatina y 3% suero fetal bovino en 
PBS 0,5% Tritón X-100) durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego durante 12h 
a 4ºC. Se incubó 30 minutos más a temperatura ambiente, y se lavó el exceso de 
anticuerpo primario con 4 lavados de 10 minutos en PBS 0,5% Tritón X-100. La 
incubación con el respectivo anticuerpo secundario acoplado a biotina se realizó durante 
1h a temperatura ambiente diluyendo éste en 10% gelatina, 3% suero fetal bovino en PBS 
0,5% Tritón X-100. Tras esto, se lavó el exceso de anticuerpo secundario realizando 3 
lavados de 8 minutos en PBS 0,5% Tritón X-100, y se lavó el detergente haciendo 3 
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avidina-estreptavidina-peroxidasa (kit comercial ABC, Vector Laboratories Inc.) durante 
1h. La solución consistió en una proporción 3:3 (µl) de los reactivos A y B por mililitro 
de PBS, la cual debe ser preparada al menos 20 min antes de su utilización para permitir 
la formación de los complejos. Después de esto, se lavó el exceso efectuando 3 lavados 
de 8 minutos en PBS 0,5% Tritón X-100 y a continuación, se lavó el detergente mediante 
3 lavados de 5 minutos en PBS. Finalmente se reveló en primer lugar doblecortina 
empleando diaminobencidina y níquel (DAB-Niquel), con una solución de revelado de 
16,6µl DAB (30mg/ml) y 0,3µl H2O2 por mililitro de PBS, más 0,1 de sulfato de níquel 
(DAB, Sigma-Aldrich). Una vez parada la reacción se puso el anticuerpo secundario 
específico para iba1 que se reveló solo con DAB. Se incubó el tiempo necesario para ver 
la señal con la solución de revelado y se paró la reacción retirando el exceso de la misma 
mediante lavados con PBS (5-6 lavados). El siguiente paso fue montar los cortes en 
portaobjetos empleando solución de montaje y dejamos secar al menos 24h. Se 
sumergieron los portaobjetos en xilol durante 5 minutos, se cubrieron con DPX y 
cubreobjetos, se dejó secar varios días y se limpiaron las preparaciones retirando el exceso 
de DPX con una cuchilla y alcohol al 70 %. 
3.19. Análisis Estadístico. 
Los análisis estadísticos se realizaron con el paquete SPSS para Windows (SPSS, 
Chicago, IL). A menos que se indique lo contrario, los datos representan la media ± SEM. 
El análisis estadístico de las diferencias observadas entre los parámetros numéricos de 
todos los grupos se realizó mediante un ANOVA de un solo sentido usando un todo 
procedimiento de comparación múltiple por parejas (Prueba de Tukey) para la corrección. 
El nivel de significación se fijó en P <0,05. Los análisis estadísticos incluyeron las 
correlaciones de Pearson entre IL-1b e IL-18 respecto al BDI. Las correlaciones parciales 
para controlar el efecto antidepresivo factor de confusión también se realizaron. En los 
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ratones, todos los datos fueron analizados estadísticamente con un  análisis multivarianza 
(ANOVA) seguido a continuación de t-student para evaluar diferencias entre todos los 



























Para intentar demostrar la implicación del complejo NLRP3-Inflamasoma en la 
fisiopatología de la depresión mayor hemos hecho un estudio que consta de tres partes.  
PARTE 1: Activación del complejo NLRP3-inflamasoma en el TDM 
En la primera parte de nuestro estudio,  se ha determinado el estado de activación del 
complejo NLRP3-inflamasoma en una muestra  de 40 pacientes diagnosticados de TDM 
y 20 personas voluntarias sanas  (grupo control). De estos 40 pacientes,  un grupo de 20 
pacientes estaba en tratamiento con el antidepresivo tricíclico amitriptilina (grupo 
amitriptilina), y otro grupo de 20 pacientes no  estaba en tratamiento con amitriptilina 
(grupo TDM). Como se muestra en la Tabla 1, no existían diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos según la edad y el sexo. Para evaluar el grado de 
depresión de los individuos de los tres grupos se evaluaron con el inventario de 
depresión de Beck (BDI), mostrando el grupo TDM una puntuación significativamente 
mayor (40,9 ±5,9) comparada con la del  grupo tratado con amitriptilina (8,2 ±4,6) y 
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Tabla 1. La edad, el sexo, la dosis y el tiempo de tratamiento en el momento de la 











4.1. El complejo NLRP3 inflamasoma se activa en PBMC de pacientes con TDM. 
Para determinar si el complejo NLRP3 se encontraba activado en los pacientes 
analizados, se analizó mediante RT-PCR la expresión de los genes de NLRP3 y 
caspasa-1, que son los genes responsables de la activación del inflamasoma, en PBMCs 
de los pacientes. Los resultados han mostrado un aumento de la expresión de los genes 
NLRP3 (P <0,01) y caspasa-1 (P <0,01) en los pacientes con TDM respecto al grupo de 
control y al grupo de amitriptilina, lo  que sugiere una activación del inflamasoma 









Nº Pacientes 20 20  20 
Edad (años) 57± 3 54.4± 10.1  53.5±9.8 
Sexo 
(mujer/hombre) 
18/2 18/2  19/1 
IMC (kg/m2) 22.6 ± 5.1 23.3 ± 3.2  22.9 ± 3.9 
Dosis (mg/d) --- ---  62.5 ± 12 
Meses en 
tratamiento 
--- ---  12.1±2.3 












Figura 1. Activación del NLRP3-inflamasoma en PBMC de pacientes con TDM. A-B. Los  niveles de 
expresión de los transcritos de NLRP3 y caspasa-1 en relación a los de β-actina se determinaron por PCR 
cuantitativa en tiempo real RT-PCR como se describe en Material y Métodos; n = 20 para el grupo 
control, n = 20 para el grupo TDM y n = 20 para el grupo TDM  tratado con amitriptilina.***P <0,001 
entre los controles y los pacientes con TDM; ªP <0,001 entre TDM y  pacientes tratados con 
Amitriptilina. Los datos representan la media ±  desviación típica (SD) de tres experimentos 
independientes. 
Por otra parte, determinamos por Western-blot la expresión de la proteína NLRP3 en las 
PBMCs de pacientes con TDM e individuos sanos. Nuestros resultados mostraron un 
















Figura 2. Activación NLRP3-inflamasoma en las PBMC de pacientes con TDM. A. Los niveles de 
proteína NLRP3 se analizaron por Western blot usando PBMC de cuatro pacientes representativos, en 
comparación con un grupo de 3 sujetos control sanos emparejados en edad y sexo con los pacientes 
(Control). B. Media de la  expresión de proteínas de todos los pacientes. Los niveles de expresión de 
proteínas fueron cuantificados por análisis densitométrico (IOD,  intensidad óptica integrada) de  tres 
diferentes  Western blot y normalizado con la señal de GADPH. **P <0,01 entre los controles y los 
pacientes con TDM. Los datos representan la media ±  desviación típica (SD) de tres experimentos 
separados. 
 
Además, analizamos por ELISA otras proteínas derivadas de la activación del 
inflamasoma y relacionadas con la inflamación, IL-1β e IL-18 en el suero de individuos 
de los tres grupos de pacientes. Nuestros ensayos mostraron un incremento de ambas 
interleuquinas en los sueros de pacientes con TDM con respecto a los grupos control y 














Figura 3. Citoquinas inflamatorias en el suero de pacientes con TDM. A-B. Los niveles de IL-1β e 
IL-18 respectivamente  en suero de controles, TDM no tratados y TDM tratados se determinaron por 
ELISA como se describe en Material y métodos. n = 20 para el control, n = 20 para el TDM no tratados y 
n = 20 para el  grupo de TDM tratado con amitriptilina. Los datos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes. ***P <0,001 entre el grupo control y el TDM no tratado, ªP<0,001 entre el 
TDM no tratados y el grupo de TDM de pacientes tratados con amitriptilina. 
 
Por otro lado, quisimos conocer si había alguna relación entre los niveles de depresión y 
los niveles séricos de estas citoquinas. Los resultados han revelado una alta correlación 
positiva entre los niveles de la IL-β e IL-18 y las puntuaciones obtenidas en el BDI por 
los pacientes (Figura 4A y B). Estos datos sugieren que los altos niveles de la IL1-β y  
de IL-18 pueden tener un papel en la fisiopatología del TDM. Sin embargo, no se 
observó una correlación significativa entre las puntuaciones del BDI y los niveles de 
expresión génica de NLRP3 o caspasa-1, lo que podría ser debido al reducido tamaño de 
la muestra. 
 

















Figura 4. Efecto de las citoquinas inflamatorias en el síntoma depresivo de pacientes con TDM. A y B. 
Correlación de los niveles de  la IL-1β (A), y la IL-18 (B) en el suero de pacientes con TDM con las 
puntuaciones del Inventario de Depresión de Beck. La asociación fue establecida mediante el cálculo de 







4.2. La amitriptilina reduce la activación del inflamasoma NLRP3 en los pacientes 
con TDM. 
Como ya se ha comentado anteriormente, algunos estudios demuestran que los 
antidepresivos ATC y los ISRS normalizan los niveles séricos de citoquinas 
inflamatorias en los pacientes deprimidos, así como que aumentan la producción de 
citoquinas antiinflamatorias  como la IL-10 (Hannestad et al., 2011; Iwata et al., 2013). 
Anteriormente, hemos mostrado que los pacientes tratados con amitriptilina mostraron 
una  disminución de la expresión de los genes  NLRP3 y caspasa-1 en comparación a 
los sujetos controles no tratados (Figura 1A-B), y que los niveles de IL-1β e IL-18 en 
suero se redujeron significativamente después del tratamiento, en comparación a los 
controles (Figura 3A-B). Para determinar la fuerza de la asociación de las puntuaciones 
del BDI con los niveles de IL-1β e IL-18 en suero de los pacientes tratados con 
amitriptilina se  realizó un análisis de correlación parcial. Esta asociación se redujo 
después de  controlar tales efectos (r = 0,275; P<0,21 para la IL-1β y r = 0.309 P <0,18 
para la IL-18). 
Para comprobar el efecto de la amitriptilina en la activación de NLRP3, se hizo un 
experimento in vitro, utilizando un modelo in vitro de activación del inflamasoma 
usando células THP-1 (monocitos humanos inmortalizados), a las que se provocó la 
activación del inflamasoma mediante tratamiento con ATP 5 mM (uno de los mayores 
inductores del inflamasoma documentados), en presencia o ausencia de amitriptilina 
(0,5, 1 y 5 µm). A continuación, los niveles de expresión de NLRP3 fueron evaluados 
por Western- blot. Los resultados mostraron que el tratamiento con la amitriptilina 
previno el  aumento de los niveles de expresión de la proteína NLRP3 inducida por el 
ATP en las células THP-1 (Figura 5A a D). 













Figura 5. Efecto de la amitriptilina sobre la expresión de NLRP3 inducida por ATP. A y B. Los 
niveles de expresión de la  proteína NLRP3 se determinaron en las células THP-1  después de 6 h y 12 h 
de tratamiento con ATP 5 mM en presencia o ausencia de Amitriptilina (Amit) 5, 1 y 0,5 µM por  
Western blot. C y D. Los niveles de proteínas fueron cuantificados por análisis densitométrico (IOD, 
intensidad integrada óptica) de tres diferentes  Western blot de tres experimentos independientes y se 
normalizaron a la señal de GADPH. ***P <0,001 y **P <0,01 entre el grupo control y los pacientes con 
depresión. 
4.3. El estrés oxidativo en PBMC de pacientes con TDM. 
Como hemos mencionado antes, el estrés oxidativo constituye un importante elemento 
en la fisiopatología del TDM. Además, se ha mostrado que existe una clara disfunción 
mitocondrial en estos pacientes por lo que no es de extrañar que el estrés oxidativo 





mostrado como el estrés oxidativo mitocondrial induce la activación de NLPR3-
inflamasoma (Zhou et al., 2011; Shimada et al., 2014). Por ello, para comprobar si 
existen altos niveles de estrés oxidativo mitocondrial en el TDM y su implicación en la 
activación observada del complejo inflamasoma, hemos evaluado los niveles de 
producción mitocondrial de ROS y LPO en las PBMC de los tres grupos de sujetos. En 
primer lugar, los niveles de ROS se midieron utilizando MitoSOX, un indicador de 
superóxido mitocondrial. Los resultados mostraron  que la producción mitocondrial de 
superóxido fue significativamente mayor en PBMC del grupo TDM y amitriptilina con 
respecto al grupo control (P<0,001) (Figura 6A). En segundo lugar, se midieron los 
niveles de LPO, como marcador del daño a los lípidos de la  membrana inducido por el  
estrés oxidativo de origen mitocondrial. Los resultados mostraron niveles de LPO 
significativamente mayores en las PBMC del grupo TDM y amitriptilina al compararlo 




























Figura 6. Producción de ROS mitocondriales y niveles de peroxidación lipídica en pacientes con 
TDM. A- B. ROS y la peroxidación lipídica de los grupos control, TDM y TDM tratados con 
amitriptilina. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independientes. **P < 0,01 entre 








PARTE 2: Implicación del complejo inflamasoma en la depresión inducida por estrés 
Numerosos estudios han demostrado que la exposición el estrés incontrolable es uno de 
los factores que más contribuyen al desarrollo del TDM. En este sentido, para evaluar si 
el complejo NLRP3-Inflamasoma es necesario para el desarrollo de la depresión 
inducida por estrés, evaluamos los efectos del estrés crónico en ratones carentes del gen 
NLRP3 (grupo NLRP3 -/-) comparándolo con los efecto del estrés sobre ratones 
silvestres (grupo NLRP3 +/+). 10 ratones de cada genotipo fueron sometidos a estrés, 
Restraint stress (RS), durante 30 días consecutivos. Como grupo control el mismo 
número de ratones de cada genotipo fue estabulado en ausencia de estrés. Pasado el 
período de RS, todos los animales se evaluaron en pruebas de  preferencia por la 
sacarosa, ingesta de alimento, natación forzada e interacción social, pruebas usadas para 
medir el comportamiento depresivo en roedores.  
4.4.  La deleción de NLRP3 protege del comportamiento depresivo inducido por 
estrés 
Los resultados muestran que el RS indujo comportamientos depresivos evidentes en el 
grupo nlrp3+/+: mostraron menos preferencia por la sacarosa (P <0,01), mayor tiempo 
de inmovilidad en la prueba de natación forzada (P <0,001), menos tiempo dedicado a 
la interacción con el congénere en la prueba de interacción social (P <0,001), y una  
reducción en la ingesta de alimentos (Figura 7A-D). Todas estas alteraciones 























Figura 7. La deleción o supresión del gen NLRP3 en los ratones previene de los comportamientos 
depresivos inducidos por RS. A. Prueba de la preferencia por la sacarosa. B. Tiempo de inmovilidad en 
la prueba de natación forzada C. Prueba de interacción social. D. Prueba de consumo de alimentos. Los 





4.5.  El RS induce la activación de NLRP3-inflamasoma en el córtex prefrontal e 
hipocampo 
Por otra parte, analizamos la expresión de los genes NLRP3 e  IL-1β en el córtex 
prefrontal (PFC) y el hipocampo de todos los animales, dos regiones cerebrales 
relacionadas con la depresión. Los resultados muestran que los ratones NLRP3 +/+ 
sometidos a RS incrementaron significativamente en la transcripción de NLRP3 e IL-1β  
en el PFC y el hipocampo (P <0,001; Figura 8A y B), así como un aumento de la 
maduración de IL-1β (Figura 9A y B). Por el contrario,  en los ratones NLRP3 -/-  no 
se produce tal aumento en NLRP3 ni IL-1β después de haber sido expuestos a RS 








Figura 8. La delección o supresión de NLRP3 en ratones previene contra la activación del 
inflamasoma inducida por RS. A. Cuantificación de NLRP3 mRNA en cortex prefrontal (PFC) e 
hipocampo de ratones  NLRP3 +/+ y NLRP3 -/- sometidos o no a RS. B. Cuantificación de IL-1β en 
cortex prefrontal (PFC) e hipocampo de ratones  NLRP3 +/+ y NLRP3 -/- sometidos o no a RS. Los 
resultados expresan la media ± SD. *** P <0,001 (N = 10 para cada grupo). 
 












Figura 9. La delección de NLRP3 en ratones previene contra la activación del inflamasoma 
inducida por RS. A. Cuantificación de la proteína IL-1β (p17) en cortex prefrontal (PFC) de ratones  
NLRP3 +/+ y NLRP3 -/- sometidos o no a RS. B. Cuantificación de la proteína IL-1β (p17) en hipocampo 
de ratones  NLRP3 +/+ y NLRP3 -/- sometidos o no a RS. Los resultados expresan la media ± SD. *** P 
<0,001 (N = 10 para cada grupo). 
El RS aumentó la cantidad de adenosina trifosfato o ATP en el PFC y el hipocampo 
(Figura 10). Dado que el incremente de ATP o la liberación de ATP al espacio 
extracelular por parte de la célula ha demostrado activar el complejo NLRP3-
inflamasoma, estos datos nos muestran que probablemente, el RS induce la activación 


















Figura 10. El RS induce un aumento de ATP. RS induce incrementos de los niveles de ATP en el 
hipocampo y PFC. Todos los resultados son mostrados como la media ±SD. *** p <0,001 (N = 10 para 
cada grupo). 
4.6.  La deleción de NLRP3 previene de la activación de la microglía e inhibición 
de la neurogénesis inducida por RS 
La microglía está implicada en el desarrollo de comportamientos  depresivos y 
neuroinflamación (Kettenmann et al., 2011; Kreisel et al., 2014). Dado que hay estudios 
que describen que el complejo NLRP3-Inflamasoma se expresa en la microglía (Pan et 
al., 2014), quisimos analizar si el comportamiento depresivo inducido por RS estaba 
relacionado con la activación del inflamasoma de o en la microglía, o por el contrario 
era un fenómeno independiente de esta activación. Para esto hemos analizado la 
densidad de la población microglial mediante tinción contra Iba1, un marcador de las 
células microgliares, y la morfología microglíal, un indicador de su estado de 
Elisa Isabel Alcocer Gómez 
108 
 
activación,  en la PFC y en el hipocampo de los cuatro grupos de animales en estudio. 
Nuestros resultados revelaron que el RS crónico produjo una  disminución de la 
densidad de células microgliales en la PFC de los ratones nlrp3+/+ (138,33 ± 7,51 en los 
controles y 104,44 ± 5,71 en los ratones sometidos a RS; t (8) = 3,66, P=0,006: Figura 

































Figura 11. La deleción de NLRP3 en ratones impide la activación de la microglía inducida por el 
RS. Las células microgliales y la neurogénesis fueron evaluados por inmuno-histoquímica contra Iba1 y 
DCX en el tejido cerebral de ratones NLRP3 +/+ y NLRP3 -/- sometidos a RS más de 30 días. A. Imagen 
superior. Representación micrográfica de PFC. B. Imagen inferior. Representación micrográfica de 
hipocampo. En ambos casos, el cuadro en las imágenes representa una ampliación del PFC y el 
hipocampo, así como una región cuantificada. Las células inmaduras DCX + están en negro y la 
microglía está en gris. La densidad de células microgliales se cuantificó en el PFC y el hipocampo rostral. 
** P<0,01(N≥3 para cada experimental grupo) 
 
Además, el RS parece provocar la activación microglial, puesta de manifiesto como un 
aumento en el porcentaje de células Iba1 + polarizadas e hipertróficas en el PFC y en el 
B 
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hipocampo de ratones NLRP3 +/+  (t (8) = 2,96, P=0,018 para el PFC y t (8) = 4,21, 
P=0,002 para el hipocampo; Figura 12). Curiosamente, todas estas alteraciones en los  
parámetros microgliales encontrados en el PFC y el hipocampo de ratones NLRP3 +/+ 
sometidos a RS no se observaron en ratones NLRP3-/- después de la misma 
manipulación.  
 
Figura 12. La deleción de NLRP3 previene del aumento de la microglía activa. La activación 





consideradas como activas. Los porcentajes de cada célula microglial en cada grupo experimental se 
representa por la media: * P<0,05, ** P<0,01, (N≥3 para cada experimental grupo). 
Como la activación de la microglía es un regulador negativo de la neurogénesis del 
hipocampo adulto (Ekdahl et al., 2003; Koo et al., 2008) y la neurogénesis del 
hipocampo adulto se ha asociado con comportamientos depresivos (Banasr et al., 2011), 
en el sentido de que la depresión va acompañada de una disminución de la 
neurogénesis, en el presente trabajo hemos realizado  un estudio del número de  
neuronas inmaduras DCX+ en el giro dentado del hipocampo como marcador de 
neurogénesis, en todos los grupos de animales. Los resultados han mostrado una 
disminución aproximadamente del 20% en el número de células DCX expresadas, en 
ratones NLRP3 + / + sometidos a RS (t (8) = 3,06, P = 0.015: Figura 13), indicando 
esto una disminución de la neurogénesis en estos ratones. Esta disminución no se 








Figura 13. La eliminación genética de NLRP3 protege del deterioro en la neurogénesis inducido por 
RS. La neurogénesis adulta en el hipocampo se evaluó a través de la DCX + células en el giro dentado. 
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Los cambios en la densidad celular DCX +con respecto al grupo control: * P<0,05 (N≥3 para cada uno 
de los grupos experimentales). 
4.7.  La inhibición de la microglía previene del comportamiento depresivo y 
activación del inflamasoma inducidos por RS 
Finalmente, para valorar el rol de la microglía en la activación del inflamasoma y en el 
desarrollo de la depresión inducida por estrés, realizamos un último experimento en el 
que se inhibió farmacológicamente la respuesta neuroinflamatoria de la microglía, 
mediante minociclina (Mino), un antibiótico que impide la activación de la microglía, a 
ratones NLRP3+/+, y se observaron los efectos del RS en estos.  Concretamente, la 
muestra estaba formada por ratones NLRP3+/+ que fueron distribuidos aleatoriamente 
en cuatro grupos, cada uno de los cuales representaba una condición experimental 
diferente. El grupo 1, estaba constituido por ratones NLRP3+/+  expuestos a RS durante 
30 días consecutivos y tratados con minociclina durante el mismo tiempo; el grupo 2, 
estaba formado por ratones  NLRP3+/+ expuestos a  RS durante 30 días, tratados con 
solución salina (PBS); el grupo 3, constaba de ratones NLRP+/+ no sometidos  RS 
tratados con minociclina; y el grupo 4,  lo formaban ratones NLRP3+/+  no expuestos a 
RS, tratados con PBS. Los resultados mostraron que el tratamiento subcrónico con 





















Figura14. El tratamiento con minociclina inhibe la activación microglial inducida por RS. 
Mostramos imágenes micrográficas del PFC y el hipocampo de cada grupo experimental. El tratamiento 
subcrónico con Mino bloqueó el incremento de la microglía inducida por el estrés. **P<0.01, (N≥6 por 
grupo experimental). 
Este incremento de microglía iba acompañado de un incremento del porcentaje de 


















Figura 15. El tratamiento con minociclína previene del aumento de microglía activa inducida por 
estrés. La activación microglial fue evaluado dependiendo de su morfología: las células polarizadas e 
hipertróficas son consideradas como activas. Los porcentajes de cada célula microglial en cada grupo 
experimental se representa por la media: * P <0,05, ***P <0,001, (N≥6 para cada experimental grupo). 
 
El análisis mediante RT-PCR de la expresión de los genes NLRP3 y de IL-1β en el PFC 
y el HP, ha puesto de manifiesto que el tratamiento con Mino previno del aumento de la 



















Figura 16. El tratamiento con Mino inhibe la aparición de los marcadores de neuroinflamación 
inducida por RS. A. La expresión del ARNm de los genes NLRP3 en el PFC y en el hipocampo del 
grupo control o de los ratones sometidos a RS en la presencia o ausencia de Mino. B. Cambios en IL-1β 
en el PFC y el hipocampo del grupos control o de los ratones expuestos a RS en la presencia o ausencia 
de la administración de Mino: ** P <0,01, *** y P<0,001; (N = 7 ratones por cada grupo experimental). 
 
En consecuencia, los ratones sometidos a RS que recibieron Mino, no mostraron 
disminución de la neurogénesis (Figura 17) puesto de manifiesto por un mayor número 
de células DCX+ en el grupo Mino frente al grupo salino (PBS) sometido igualmente a 
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RS; así como tampoco exhibieron comportamientos depresivos en la prueba de natación 








Figura 17. El tratamiento con minociclina bloquea el deterioro de la neurogénesis inducida por  RS. 
En esta figura se muestran los cambios en la densidad de las células DCX + en el hipocampo del grupo 
control o del grupo de los ratones sometidos a RS en la presencia o ausencia de Mino: ***P<0,001 (N≥6 






















Figura 19. El tratamiento con Mino tratamiento previene la depresión inducida por RS. El efecto de 
Mino sobre la depresión inducida por RS se determinó como el tiempo de  inmovilidad del ratones en la 
prueba de natación forzada: ** P<0,01 (N≥6 ratones por grupo). 
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PARTE 3: Efecto de los fármacos antidepresivos en la activación del complejo 
inflamasoma 
Aproximadamente un tercio de los pacientes responden adecuadamente a los 
tratamientos farmacológicos disponibles para el TDM (Thase, 2006). Los  resultados 
obtenidos nos han llevado a plantearnos, si los antidepresivos podrían modular 
negativamente la expresión del complejo NLRP3-Inflamasoma. De esta forma 
podríamos proponer al complejo NLRP3-Inflamasoma como una posible diana 
terapéutica en el tratamiento de este trastorno, y como un biomarcador potencial para 
evaluar la efectividad o la resistencia de los pacientes ante determinados fármacos 
antidepresivos. Este aspecto lo hemos estudiado en un modelo in vitro de activación del 
inflamasoma, en un modelo murino de depresión por RS y en una muestra de pacientes 
con TDM en tratamiento con antidepresivos de diferentes familias.  
4.8.  Los antidepresivos inhiben la activación del NLRP3-inflamasoma en 
modelos in vitro 
Como es conocido que el ATP es un potente inductor de la activación del inflamasoma 
buscar una referencia y poner,  en nuestro estudio lascélulas THP-1 en cultivo fueron 
incubadas durante 12 horas con ATP 5 mM y seguidamente se estudió el efecto del co-
tratamiento con los siguientes antidepresivos: Fluoxetina y Paroxetina (ISRSs), 
Mianserina y Mirtazapina (TeCAs),Venlafaxina y Desvenlafaxina (IRSNs), 
Amitriptilina e Imipramina (ATCs) y  Agomelatina (Figura 20). Todos los fármacos se 
utilizaron a una concentración 1μM con el objetivo de acercarse a los niveles 







Figura 20. Estructura molecular de los antidepresivos seleccionados. 
Los resultados mostraron que todos los antidepresivos redujeron la liberación de  IL-1β 
y IL-18 en el medio inducida por el tratamiento con ATP. La reducción más 
significativa sobre IL-1β fue con Mirtazapina (TeCA) (76%) y Fluoxetina (ISRS) 
(67%).  Mianserina (TeCA) y Agomelatina indujeron una reducción de alrededor del 
61% de la IL-1β, Imipramina y Amitriptilina 59% (ATC), Paroxetina (ISRS), 
Venlafaxina y Desvenlafaxina (IRSN) indujeron aproximadamente un 51% de 
reducción de la liberación de IL-1β (Figura 21A). Resultados similares se observaron 
en los niveles de IL-18  (Figura 21B). Resulta interesante destacar que nuestros 
resultados no mostraron una correlación entre las familias de antidepresivos.  















Figura 21. Efecto de los antidepresivos sobre la liberación al medio de IL-1β y IL-18. A. Los niveles 
de IL-1ß, se determinaron en el medio de células THP-1 después del tratamiento con ATP 5 mM 12h en 
presencia o ausencia de 1μM de los diferentes antidepresivos. B. Los niveles de la IL-18 se determinaron  
en el medio de cultivo de células THP-1 después del tratamiento con ATP 5 mM 12h en presencia o 
ausencia de 1μM de los diferentes antidepresivos determinados por ELISA como se describe en Material 
y métodos. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independientes *P<0,001 y 






Como la IL-1β e IL-18 son los productos de la activación del inflamasoma, estudiamos 
mediante Western-Blot  la expresión de las proteínas NLRP3 y la forma activa de la IL-
1β (p17) en las células después del tratamiento con antidepresivos con respecto al 
tratamiento sólo con ATP. Los resultados mostraron que todos los antidepresivos 
impidieron el incremento de los niveles de sobrexpresión de las proteínas NLRP3 y de 
la forma activa de IL-1β (p17)  inducido por ATP en células THP-1 (Figura 22A y B), 
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Figura 22. Efecto de los antidepresivos en la activación NLRP3-inflamasoma. A. Los niveles de 
expresión de NLRP3 se determinaron en células THP-1 después del tratamiento con ATP 5 mM 12h en 
presencia o ausencia de 1μM de los diferentes antidepresivos. B. Cuantificación de IL-1β (p17) (los 
niveles de proteína activos). Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independientes. * 
P <0,001 y ** P<0,01 entre ATP y el tratamiento antidepresivos. 
4.9.  Los antidepresivos inhiben la activación del NLRP3-inflamasoma en 
modelos in vivo y pacientes con TDM 
Con el fin de estudiar los efectos de los antidepresivos en la activación del  inflamasoma 
en un modelo in vivo y de acuerdo con los resultados obtenidos in vitro, se utilizó un 
modelo animal de comportamientos relacionados con la depresión inducidos por estrés. 
Esto se realizó sometiendo a los ratones a RS durante 30 días. Para medir el 
comportamiento depresivo ocasionado por RS se utilizó la prueba de natación forzada 
(P <0,001) (Figura 23A). Los ratones sometidos a RS mostraron un aumento 
significativo en los niveles séricos de IL-1β (P <0,001) en comparación con los 












Figura 23. Efecto de los antidepresivos en ratones previene RS-inducidos comportamientos 
depresivos. A. La media de tiempo de inmovilidad. B. Niveles séricos de IL-1ß. Los resultados están 
mostrados como la media ± desviación estándar. * p <0,001 y ** p <0,01 entre el grupo de estrés y 
antidepresivos (N = 10 para cada grupo). 
De acuerdo con los resultados obtenidos  en los modelos in vitro e in vivo, hemos 
evaluado el efecto de los antidepresivos en varios pacientes depresivos tratados con 
todos los antidepresivos ensayados in vitro. Doscientos catorce pacientes con TDM se 
incluyeron en el estudio. La Tabla 2 muestra los datos de acuerdo con la distribución 
por edad y sexo de los pacientes.  







Los pacientes fueron distribuidos en grupos en base al tratamiento farmacológico 
recibido: No tratados (20 pacientes), fluoxetina (20 pacientes), paroxetina (17 
pacientes), mianserina (18 pacientes), mirtazapina (15 pacientes), la venlafaxina (20 
pacientes), desvenlafaxina (21 pacientes), amitriptilina (20 pacientes), imipramina (20 
pacientes) y agomelatina (18 pacientes). Los resultados mostraron que los 
antidepresivos indujeron una reducción importante de la activación del inflamasoma 
manifestada por una inhibición de la IL-1β e IL-18 en suero (Figura 24A y B).  
Parámetros  Control   TDM 
Edad (años)  45.5 ± 6.1  46.1 ± 8 
IMC (kg/m2)  23.2 ± 2.5  22.9 ± 1.2 
Sexo (Hombre/Mujer) 5/15  50/164 
Mesesbajotratamiento ---  7.1 ± 1.2 
IL-1β  3.2 ± 2.5  22.9 ± 1.2 
IL-18 2.7 ± 1.5  26.6 ± 8.3 
    










Figura 24. Efecto de los antidepresivos en la activación inflamasoma de los pacientes con TDM. A y 
B. Los niveles de IL-1β e IL-18 en el suero de pacientes no tratados y tratados con TDM, se determinaron 
mediante ELISA como se describe en Material y métodos. Los datos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes. * p <0,001 y ** p <0,01 entre el grupo de pacientes no tratados y los 
tratados con los diferentes antidepresivos. 
 
Estos resultados en suero fueron acompañados por una disminución significativa en la 
expresión de ARNm de NLRP3 en las PBMCs (Figura 25A).Curiosamente, en una 
muestra representativa de 30 sujetos, los niveles séricos de IL-1β mostraron una alta 
correlación negativa con los niveles de serotonina en PBMCs de los pacientes con TDM 
tratados (Figura 25B). Estos datos sugieren que el aumento de los niveles de activación 

















Figura 24. Efecto de los antidepresivos en la activación inflamasoma de los pacientes con TDMA. 
Los niveles de expresión de NLRP3 en relación con beta-actina se determinaron por PCR cuantitativa en 
tiempo real, como se describe en Material y métodos. Los datos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes * p <0,001 y ** p <0,01 entre el grupo de pacientes no tratados y los 
tratados con los diferentes antidepresivos. B. La correlación de la IL-1β en el suero de pacientes con 
TDM con los niveles séricos de serotonina. La correlación fue establecida mediante el cálculo de los 





































El inflamasoma tiene un papel importante en la inmunidad innata, pero su activación 
aberrante está vinculada a enfermedades inflamatorias crónicas. Recientemente, el 
inflamasoma ha surgido como un marcador inesperado del estrés celular en general, y del 
estrés metabólico en particular (Iwata et al., 2013; Leemans et al., 2011). De hecho, el 
inflamasoma se ha implicado en el desarrollo de enfermedades tan prevalentes como la 
gota, la diabetes tipo-2 y la resistencia a la insulina inducida por la obesidad (Menu et al., 
2011). Así mismo, cada vez hay más pruebas experimentales de que el complejo NLRP3-
Inflamasoma puede jugar un papel importante en otras patologías humanas tales como el 
cáncer o las enfermedades cardiovasculares (Menu et al., 2011). Un denominador común 
de todas ellas patologías es la elevada comorbilidad que presentan con el TDM (Iwata et 
al., 2013). 
En la primera parte de nuestro estudio, hemos encontrado un incremento de la activación 
del complejo NLRP3-Inflamasoma en las PBMCs de pacientes con TDM y un aumento 
de los niveles séricos de citoquinas proinflamatorias como la IL-1β e IL-18 que son las 
principales citoquinas activadas por este complejo. Los niveles de citoquinas hallados, 
confirman los estudios previos en la literatura que describen niveles elevados de estas 
citoquinas en el TDM (Schiepers et al., 2005; Leemans et al., 2011). La maduración y la 
liberación de IL-1β se ha relacionado con el estrés, la depresión y  la desregulación del 
SNC (Iwata et al., 2013).  En este sentido, ya es conocido que estas citoquinas pueden 
provocar síntomas somáticos como la fatiga y la pérdida de apetito, además de afectar al 
estado de ánimo, produciendo disforia y  ansiedad, siendo todos estos, síntomas que 
coinciden con los síntomas comunes de la depresión mayor. (Schiepers et al., 2005). Por 
su parte, la IL-18 también se ha observado que exarcerba la inflamación del SNC (Jha et 
al., 2010) y activa las vías de señalización pro-apoptóticas tanto intrínsecas como 
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extrínsecas (Chandrasekar et al., 2004). En relación con esto, cabe señalar que varios 
estudios han sugerido que la apoptosis desempeña un papel importante en la 
fisiopatología de la depresión (Shelton et al., 2011; Szuster-Ciesielska et al., 2008). A 
este respecto, la activación de la caspasa-1 conduce al procesamiento de la IL-1β  e IL-
18 a través de un proceso que se cree que es análogo a la formación del apoptosoma en 
respuesta a estímulos apoptóticos (Davis et al., 2011). 
Sin embargo, a pesar de que existe cierta evidencia sobre la presencia de marcadores 
inflamatorios en pacientes con depresión, las discrepancias aparecen cuando se intenta 
dilucidar si la inflamación es la causa de la depresión, o viceversa (Raison y Miller, 2011). 
Estas discrepancias desaparecen si se tiene en cuenta que la relación entre la depresión y 
la inflamación es de naturaleza bidireccional, es decir, el estrés psicológico y la depresión 
consecuente, realzan la inflamación y a su vez, la inflamación promueve la depresión. 
Como mediador de esa relación bidireccional podría encontrarse el complejo NLRP3-
inflamasoma, ya que éste puede activarse tanto en situaciones de estrés psicológico, 
desencadenando toda la cascada de mediadores pro-inflamatorios, como en situaciones 
de estrés físico, desencadenando entonces los síntomas depresivos. Como apoyo a este 
papel mediador del inflamasoma, están los estudios realizados por Song et al., (2006)  en 
el que demuestran que tras inyectar la IL-1β a ratones éstos  desarrollaban 
comportamientos depresivos, y de manera contraria,  el bloqueo de la IL-1β se ha 
mostrado suficiente para mitigar estos comportamientos depresivos y procesos celulares 
asociados que aparecen como resultado de la exposición a estrés crónico (Koo et al., 
2008).  
El tratamiento con antidepresivos reduce los niveles de niveles de la IL-1β en suero, pero 
no de TNFα, lo que sugiere que la IL-1β juega un papel importante en la respuesta al 





funcional de la depresión (Schmidt et al., 2011). En este sentido, en el presente trabajo se 
ha estudiado la activación del inflamasoma en pacientes con TDM tratados con 
amitriptilina y se encontró que los pacientes con TDM mostraron una reducción de los 
niveles séricos de la IL-1β e IL-18 y una reducción significativa en la activación de 
NLRP3 y de caspasa-1. Un análisis de correlación parcial mostró que la asociación de las 
puntuaciones en el BDI con los niveles en suero de las IL-1β e IL-18  se redujo cuando 
se controló estadísticamente la variable ”tratamiento con antidepresivos”, lo que sugiere 
que,  algunos antidepresivos pueden modular los niveles de inflamación. En concordancia 
con estos resultados, se ha descrito que los TCA e ISRS normalizan los niveles séricos de 
citoquinas inflamatorias en los pacientes deprimidos (Kenis y Maes, 2002; Raedler, 2011) 
y que la amitriptilina tiene efectos anti-inflamatorios y reduce los niveles séricos de la IL-
1β (Vismari et al., 2012). 
Se ha descrito que el estrés metabólico como el estrés oxidativo y la producción de ROS 
pueden activar al  inflamasoma (Zhou et al., 2011). Con el fin de explorar la implicación 
del estrés oxidativo en la inflamación mediada por el inflamasoma en los pacientes con 
TDM, se han determinado varios parámetros oxidativos en las PBMCs de pacientes con 
TDM. Los resultados han detectado un aumento de la producción mitocondrial de ROS y 
de la peroxidación lipídica en el grupo de pacientes no tratados.  Sin embargo, no hemos 
observado correlación alguna entre la producción mitocondrial de ROS y la activación 
del inflamasoma. Además, el tratamiento con amitriptilina aumentó los niveles de estrés 
oxidativo a pesar de la reducción de la activación del inflamasoma. De acuerdo con estos 
datos, varios estudios han demostrado previamente que los antidepresivos como los TCA 
y los ISRS inducen estrés oxidativo y daño mitocondrial (Li et al, 2012; Moreno-
Fernández et al, 2012; Hroudova y Fisar, 2010). Dado que existe una relación 
bidireccional entre las alteraciones mitocondriales y  la inflamación, el debate surge de 
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nuevo al intentar aclarar si la relación entre la depresión y la inflamación se debe a una 
alteración primaria de las vías inflamatorias, o por el contrario, la inflamación se debe a 
una  perturbación primaria de la función mitocondrial. Según nuestros datos, la disfunción 
mitocondrial y el estrés oxidativo en el TDM son eventos independientes para la 
activación del inflamasoma. Apoyando estos resultados, se ha descrito que varias 
citoquinas inflamatorias TNF-α y la IL1-β, inducen disfunción mitocondrial (Mairappan 
et al., 2009; López-Armada et al., 2006). 
Según nuestros datos, la disfunción mitocondrial no estaría involucrada en la activación 
del inflamasoma en pacientes con TDM, por ello proponemos dos hipótesis alternativas 
que según la literatura podrían explicar la activación del mismo. La primera de estas 
hipótesis, señala al estrés psicológico como activador de este complejo y por consiguiente 
de incrementar  los niveles de IL-1β (Iwata et al., 2013) e  IL-18 (Kokai et al., 2002) en 
suero. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que el estrés psicológico podría 
inducir activación del inflamasoma son desconocidos. Una opción plausible para explicar 
estos mecanismos, sería explorar el papel de las moléculas que participan en la activación 
de NLRP3 inflamasoma tales como la liberación de ATP (Gombault et al., 2013). En este 
sentido, nosotros y otros grupos demostramos de un aumento de los niveles de ATP 
después de la exposición a estrés (Iwata et al., 2013), junto con la consecuente activación 
del inflamasoma. Igualmente plausible, sería  investigar el papel de ciertas  moléculas que 
están implicadas en la fisiopatología del TDM, como posibles inductoras de la activación 
de este complejo NLRP3-Inflamasoma en situaciones de estrés psicológico. En apoyo a 
esto, se ha descrito que existe una correlación entre elevados niveles de cortisol y elevados 
niveles de la IL-1β en  patologías que cursan con una alteración el eje hipotalámico-
pituitario-adrenal (HPA),  como sucede en la anorexia nerviosa (Limone et al., 2000), por 





Una segunda hipótesis alternativa que podría explicar la activación del inflamasoma 
independiente de disfunción mitocondrial/estrés oxidativo que hemos encontrado en 
nuestro trabajo, sería la propuesta de Gold et al., (2012) que predice que  una respuesta 
descontrolada de estrés del retículo endoplasmático (estrés del RE) podría contribuir a la 
patofisiología del TDM o del trastorno bipolar (Gold et al., 2012). En este sentido hay 
estudios que demuestran que el estrés del RE conduce a una activación del complejo 
NLRP3-inflamasoma (Menu et al., 2012). Curiosamente, ambas hipótesis propuestas 
podrían ser interconectadas porque hay resultados que ofrecen pruebas experimentales de 
una activación de los mecanismos de estrés del RE tras un estrés psicológico (Pavlovsky 
et al., 2013). 
En la segunda parte de nuestro estudio, intentamos ir más allá en la comprensión de este 
fenómeno, y hemos evaluado la implicación del NLRP3-Inflamasoma y la activación 
microglial en el comportamiento depresivo inducido por estrés. 
 Está ampliamente aceptado que la depresión puede ser  causada por desequilibrios 
neuroquímicos en diferentes regiones del cerebro, particularmente en el PFC y en el 
hipocampo, que están implicadas en el control del estado de ánimo, la ansiedad, la 
cognición y el miedo (Mahar et al., 2014). El deterioro de la neurogénesis del hipocampo  
y la activación microglial parecen estar asociados con el desarrollo de comportamientos 
depresivos inducidos por estrés (Banasr et al., 2011; de Pablos et al., 2014). De acuerdo 
con esto, el RS ocasiona una disminución en el número de neuronas inmaduras en el giro 
dentado adulto, lo que sugiere una disminución de la neurogénesis, en correlación con el 
comportamiento depresivo. El efecto exacto del estrés en las diferentes etapas de la 
neurogénesis todavía no está claro, aunque los niveles aumentados de la IL-1β en el 
hipocampo pueden ser responsables de esta alteración de la neurogénesis, como ya se ha 
descrito con anterioridad (Koo et al., 2008, 2010; Zunszain et al., 2012). Esta hipótesis 
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sobre el efecto de la IL-1β en la neurogénesis, concuerda con nuestros datos que 
demuestran que la deleción de NLRP3 o la inhibición de la microglía mediante 
minociclina, previenen del deterioro de la neurogénesis y del comportamiento depresivo 
inducido por el estrés, probablemente como consecuencia de la disminución de IL-1β. 
El complejo NLRP3 inflamasoma se expresa constitutivamente en los macrófagos y como 
ya se sabe, las microglías son los macrófagos residentes en el SNC (Pan et al., 2014). 
Varios  estudios recientes han demostrado que el estrés induce la activación microglial en 
varias regiones del SNC (Kreisel en at., 2014; de Pablos et al., 2014). Nuestros resultados 
han mostrado que el RS induce la activación del inflamasoma, junto con un incremento 
importante en la producción de ATP, uno de los estímulos más potentes que desencadenan  
la activación del inflamasoma (Ouyang et al., 2013) e inductor de la activación microglial 
(Inoue, 2008; Hanamsagar et al., 2011). Enfoques genéticos y farmacológicos han 
demostrado que la activación del NLRP3 inflamasoma  en la microglía,  induce  la 
neuroinflamación por el incremento de IL-1β provocado por el estrés crónico (Pan et al., 
2014). En nuestro estudio hemos demostrado que la activación microglial requiere de 
NLRP3 funcional y que la activación del NLRP3-Inflamasoma  juega un  papel 
fundamental en el desarrollo de comportamientos depresivos ocasionados por estrés en 
ratones. La depleción genética del inflamasoma, o la inhibición farmacológica de la 
activación de la microglia bloquean la reducción del número de neuronas inmaduras del 
hipocampo y menoscaban la activación microglial y el comportamiento  depresivo 
inducido por estrés crónico. Nuestros resultados sobre los cambios microgliales en el 
PFC, pueden parecer observaciones contradictorias puesto que encontramos una 
disminución del número de células pero una mayor activación de las mismas, junto con 





activación de éstas, podría explicar el incremento de la liberación de la IL-1β 
(Kettenmann et al., 2011). 
Estos resultados  indican que la activación de NLRP3 juega un papel fundamental en el 
desarrollo del comportamiento depresivo y las alteraciones moleculares y celulares 
asociadas con la depresión. Estos datos sugieren que el  inflamasoma en la microglía es 
probablemente un elemento central en el desarrollo de comportamientos depresivos 
inducidos por el estrés, y por  tanto,  puede representar un nuevo objetivo terapéutico para 
el manejo de la depresión. 
Como ya hemos comentado, una gran cantidad de pruebas experimentales que sugieren 
que el TDM está acompañado por la activación de las vías inflamatorias que se refleja 
por un aumento de los niveles de citoquinas inflamatorias, tales como la IL-1β, la IL-6 y 
el TNFα (Dowlati et al., 2010; Maes et al., 1993; Rawdin et al., 2012). Sin embargo, se 
ha encontrado que el tratamiento antidepresivo reduce los niveles séricos de la IL-1β, 
pero no del TNFα  y la IL-6, lo que sugiere que la IL-1β juega un papel importante en la 
respuesta al tratamiento (Hannestad et al., 2011) y puede ser utilizado como un potencial 
biomarcador de la depresión (Schmidt et al., 2011). Debido a que la IL-1β es una 
citoquina activada por el complejo inflamasoma, en la tercera parte de nuestro estudio, 
hemos hipotetizado sobre la implicación del inflamasoma en la eficacia del tratamiento 
antidepresivo. En este sentido, los niveles elevados de citoquinas proinflamatorias 
parecen predecir la falta de respuesta futura a los antidepresivos  (Cattaneo et al., 2013). 
Recientemente, el estudio GENDEP (un estudio realizado sobre las drogas terapéuticas 
basadas en el genoma para el estudio de la depresión) demostró la utilidad de la expresión 
génica de varios genes seleccionados, incluidos los genes inflamatorios para evaluar la 
respuesta antidepresiva (Cattaneo et al., 2013). Nuestro estudio ha demostrado un posible 
efecto inhibidor de diferentes antidepresivos sobre la liberación de IL-1β e IL-18  en  
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pacientes, en  células y en un modelo animal de depresión inducida por el estrés. Esta 
liberación de citoquinas fue acompañada por la expresión de proteínas de NLRP3, el 
principal inductor del inflamasoma en situaciones de estrés y una reducción de la 
expresión de ARNm de NLRP3 en pacientes con TDM tratados con diferentes 
antidepresivos corroborando los resultados obtenidos in vitro. Esto tiene implicaciones 
sobre la utilidad de la determinación de los niveles de NLRP3 para evaluar la respuesta 
antidepresiva. Nuestros resultados no muestran una correlación entre las familias de 
antidepresivos y la reducción del inflamasoma, mostrando un grado de inhibición 
diferente con diferentes drogas de la misma familia. A partir de estos hallazgos, nuestros 
datos apoyan la idea de un enfoque médico personalizado para el tratamiento de la 
depresión en función del grado  de  activación del inflamasoma en cada paciente. 
Nuestros datos muestran también una correlación negativa entre el contenido de 
serotonina en las PBMCs y la liberación de la IL-1β en los pacientes tratados, que 
podemos interpretar como una recuperación del nivel de serotonina en consonancia a la 
inhibición del inflamasoma. En este sentido, varios estudios han demostrado que las 
citoquinas alteran las concentraciones de neurotransmisores, resultando en una respuesta  
hiposerotoninérgica en varios  procesos  psiquiátricos como la depresión o el trastorno 
obsesivo-compulsivo (Reus et al, 2015; Rao et al, 2015). La investigación sobre el papel 
de la degradación del triptófano y la vía quinurenina en el entorno de la inflamación, ha 
traído una nueva visión de las posibles etiologías del TDM y podría explicar nuestros 
datos sobre la disminución de la serotonina en función del incremento de la activación 
del inflamasoma (Réus et al., 2015).  
Dada la importancia atribuida a la neuroinflamación en la patogénesis del TDM, la 
inmunomodulación ha surgido como una potencial vía en el tratamiento de este trastorno. 





molecular por el que los antidepresivos inhiben el complejo inflamasoma sigue siendo 
difícil de alcanzar y podría deberse a diferentes mecanismos. Se sabe que las células 
gliales son una fuente importante de citoquinas inflamatorias del SNC (Ransohoff y 
Brown, 2012) y que la IL-1β se libera principalmente por microglia y macrófagos (Mason 
et al., 2001). Recientemente se ha demostrado que la microglia es responsable de la 
activación de NLRP3 inflamasoma y de la inflamación del SNC producida por la 
liberación de la IL-1β  (Pan et al., 2014). Por esta razón, el efecto del tratamiento 
antidepresivo sobre la regulación de la microglia podría explicar el efecto 
antiinflamatorio de estos fármacos (Dubovický et al, 2014;.. Ramírez et al, 2015; Lee et 
al, 2015). 
Nuestro estudio muestra resultados consistentes con estudios previos que describen el 
efecto antiinflamatorio de los diferentes antidepresivos (Schulz et al, 2012; Horowitz et 
al, 2014). Sin embargo, éste es el primer estudio que muestra un efecto comparativo de 
los diferentes antidepresivos en experimentos realizados in vitro e in vivo, sobre la 
activación del complejo inflamasoma, en dosis clínicamente apropiadas. 
Para concluir, nuestro estudio propone al complejo NLRP3-inflamasoma como un 
biomarcador para evaluar la respuesta al tratamiento antidepresivo en pacientes con 
TDM. La monitorización de los niveles de expresión de NLRP3 y/o de la liberación de la 
IL-1β/IL-18  podría ayudar a la elección del antidepresivo adecuado. 
A pesar de los resultados, somos conscientes de algunas limitaciones de nuestro estudio, 
como el pequeño tamaño de las muestras evaluadas o que no hayan sido controlados 
factores como el consumo de alimentos o la posible pérdida de peso de los sujetos que 
pueden haber influido en los datos. Además, hubiese sido conveniente analizar la 
activación del inflamasoma en muestras post-mortem de cerebros de pacientes con TDM  
y no sólo en las PBMCs y suero, para obtener datos más fehacientes de la inflamación en 
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el SNC. Por otro lado, es necesario profundizar más en los mecanismos que se encuentran 
detrás de esta activación del inflamasoma y del resto de alteraciones que se han visto 
involucradas en la fisiopatología del TDM. En este sentido, actualmente estamos 
investigando el papel regulador de la AMPK, una proteinquinasa dependiente de AMP, 
considerada un regulador esencial del metabolismo ,cuya fosforilación induce una 
cascada de eventos como la biogénesis mitocondrial, la síntesis de antioxidantes, el 
control de la inflamación, etc (Hardie, 2008). Por tanto, la AMPK adquiere relevancia 
como un posible mecanismo de control de la mayoría de los factores fisiopatogénicos de 
la depresión, en cuanto a que una alteración en la fosforilación de AMPK, induciría un 
descenso de la biogénesis mitocondrial y reducción de la síntesis de ATP y capacidad 
antioxidante, así como un incremento en factores oxidativos e inflamatorios. Sin 
embargo, no existen datos experimentales que demuestren si la deficiente activación de 
la AMPK induciría síntomas depresivos. En la actualidad nuestro grupo está trabajando 















































En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos extraer las siguientes 
conclusiones: 
1. El complejo NLRP3-Inflamasoma se encuentra activado en PBMCs de los 
pacientes con TDM. 
2. Existen altos niveles de estrés oxidativo en los pacientes con TDM, sin 
embargo, estos niveles no son responsables de la activación del complejo NLRP3-
Inflamasoma en estos pacientes. 
3. Los niveles séricos de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β e IL-18 
correlacionan con la gravedad de la depresión medida mediante el BDI. 
4. El desarrollo de síntomas depresivos inducidos por estrés requiere de la 
activación del complejo NLRP3-Inflamasoma. 
5. Los síntomas depresivos que acompañan a la activación de la microglía 
inducida por estrés, requieren de la activación de NLRP3-Inflamasoma. 
6. La disminución de la neurogénesis que acompaña a la depresión inducida 
por estrés requiere de la activación del complejo inflamasoma. 
7. Los antidepresivos comúnmente utilizados en la práctica clínica, tienen 
potencial para inhibir la activación del complejo NLRP3-Inflamasoma, 
independientemente de la familia a la que pertenezcan tanto en modelos in vitro 
como in vivo. 
8. NLRP3-Inflamasoma podría ser utilizado como un biomarcador para 
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Inflammasome has emerged recently as an unexpected sensor for
metabolic danger and stress. Indeed, it has been implicated in the
development of major diseases such as gout, type 2 diabetes, and
obesity-induced insulin resistance and is increasingly suspected of
playing a major role in other human pathologies such as cancer,
asbestosis, and Alzheimer’s disease [1]. The inflammasome is a
protein complex that comprises an intracellular sensor, typically a
Nod-like receptor (NLR), the precursor procaspase-1, and the
adaptor ASC. Inflammasome activation leads to the maturation of
caspase-1 and the processing of its substrates, IL-1b, and IL-18 [2].
Of all the NLRs, NLRP3 is activated by the most diverse array of
danger signals.
Recently, it has been hypothesized the implication of inflam-
masome in depression and related comorbid systemic illnesses
[3], however, was necessary to demonstrate the activation of
NLRP3 inflammasome in depressive patients. This event was
intuited because IL-1b, one of the two known cytokines acti-
vated by the inflammasome complex, has been implicated in
stress, depression, and central nervous system (CNS) dysregula-
tion [3]. A recent paper published in CNS Neuroscience and
Therapeutics by Zhang et al. [4] have showed in first time that
the NLRP3 inflammasome is involved in lipopolysaccharide-
induced mice depressive-like behaviors. In parallel, the authors
of the present paper have showed in first time the activation of
NLRP3 inflammasome in blood mononuclear cells from depres-
sive patients with a high correlation between IL-1b and IL-18
with Beck Depression Inventory scores of depressive patients [5].
These are two papers demonstrating in an animal model and
patients, the hypothesis of Iwata et al. These findings provide
new insight into the pathogenesis of major depressive disorder.
Now, we must deepen about this and study several point
involved in the pathogenesis of this disease.
The Mechanism of Disease
Major depressive disorder is a severe and potentially debilitating
psychiatric illness that is characterized by a significant change in
mood accompanied by other symptoms such as low self-esteem,
anhedonia, and disrupted sleeping, eating, and cognition. Despite
the fact that it affects up to 10% of the general population world-
wide, its pathogenic mechanism remains elusive. Consequently,
research is now aimed at characterizing its pathophysiology at the
cellular and molecular level.
The first question that we must respond is concerning to the
events which induce the activation of inflammasome in this
disease. Psychological stress as inductor of increased IL-1b serum
levels has been proposed [3]; however, molecular mechanisms by
which psychological stress could induce activation of inflamma-
some are unknown. Depression is a very common disease in the
general population worldwide in which, together to environmen-
tal factors, it is clear that genetic factors are involved, so in
addition to psychological stress, we have to look for endogenous
events which induce inflammasome activation. It could be
interesting to investigate the role of molecules involved in the
pathophysiology of depression, which could have potential to
induce NLRP3 inflammasome activation. Supporting this hypoth-
esis, it has been showed that cortisol correlates with increased lev-
els of IL-1b in hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis
dysregulation such as in anorexia nervosa [6]. Because hippocam-
pus has an important role in the pathogenesis of depression, it will
be interesting to analyze the implication and impact of NLRP3 in-
flammasome activation in the area of hippocampus and neuro-
genesis, two major changes in this disease known [7]. In
agreement with these, it has been observed that IL-1b inhibits the



























































































































Implications in the Treatment of
Depression
The other important question is the implication of inflammasome
in the treatment of depression. It has been found that antidepres-
sant treatment reduces serum levels of IL-1b, but not TNFa, sug-
gesting that IL-1b plays a major role in treatment response [9].
We have described that amitriptyline, a tricyclic antidepressant,
reduce NLRP3 and caspase-1 gene expression, and IL-1b and IL-
18 serum levels [5]. Other typical treatments of depression are
monoamine neurotransmitters, selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRIs), and serotonin–noradrenalin reuptake inhibi-
tors; however, the efficacy of these treatments remains uncertain
showing significant limitations related to treatment-resistant
depression. So, inflammasome could be a biomarker to evaluate
the effectiveness and resistant to antidepressants. According to
this hypothesis, it has been shown that the resistance to SSRI may
be driven by the pathologically increased IL-1b [10].
Genetics Implications
The major goals of personalized medicine are to predict an individ-
ual’s susceptibility to developing an illness, achieve accurate diag-
nosis, and optimize the most efficient and favorable response to
treatment. Mutations and polymorphisms in NLR-coding genes or
in genetic loci encoding inflammasome-related proteins correlate
with a variety of autoinflammatory diseases and propose suscepti-
bility mechanism. In this case, several polymorphisms in the two
known cytokines activated by the inflammasome complex have
shown increase the susceptibility to depression in response to
stressful life events [11–13]. Therefore, the role of new polymor-
phisms in NLRP3 or other NLR-coding genes could be an interest-
ing new way to evaluate susceptibility profile in depressive
patients.
Future Considerations
Personalized medicine holds the hope of increasing the likelihood
that patients with depression will respond to treatment and
achieve remission. In agreement with this, the NLRP3 inflamma-
some represents a possible and interesting sensor with potential to
offer a personalized biomarker that help predict response to partic-
ular treatments. Furthermore, a dose-dependent screening with
several drugs in cells from patients may provide profiles of the
most indicated treatments in each case. Several studies have indi-
cated discrepancies regarding the pathological role of inflamma-
tion in MDD. These discrepancies could be the result of the
presence of subgroups of patients with different levels of psycho-
logical stress. Anyway, NLRP3 inflammasome offers a new per-
spective in the study of depression, in particular, and psychiatric
diseases in general.
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a b s t r a c t
Introduction: Major depressive disorder (MDD) is a very prevalent disease which pathogenic mechanism
remains elusive. There are some hypotheses and pilot studies suggesting that cytokines may play an
important role in MDD. In this respect, we have investigated the role of NLRP3 inflammasome complex
in the maturation of caspase-1 and the processing of its substrates, IL-1b and IL-18, in blood cells from
MDD patients.
Methods: Forty MDD patients were selected for this study, twenty without treatments and twenty trea-
ted with amitriptyline, a common tricyclic antidepressant. Blood samples from twenty healthy volun-
teers were included in the study. The inflammasome activation was studied by Western blot and real-
time PCR of NLRP3 and caspase 1 and serum levels of IL-1b and 18.
Results: We observed increased gene expression of NLRP3 and caspase-1 in blood cells, and increased
serum levels of IL-1b and IL-18 in non-treated patients. IL-1b and IL-18 correlated with Beck Depression
Inventory (BDI) scores of MDD patients. Interestingly, amitriptyline treatment reduced NLRP3 and cas-
pase-1 gene expression, and IL-1b and IL-18 serum levels. As it is well established that oxidative stress
is associated with NLRP3 inflammasome activation, we next studied mitochondrial ROS and lipid perox-
idation (LPO) levels in MDD patients. Increased levels of mitochondrial ROS and LPO were observed in
MDD patients, however oxidative damage was higher in MDD patients treated with amitriptyline.
Conclusions: These findings provide new insight into the pathogenesis of MDD and the effects of amitrip-
tyline treatment on NLRP3 inflammasome activation and IL-1b and IL-18 serum levels.
 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
Major depressive disorder (MDD) is a severe and potentially
debilitating psychiatric illness that is characterized by a significant
change in mood accompanied by other symptoms such as low self-
esteem, anhedonia, and disrupted sleeping, eating, and cognition. It
has been estimated to be the second major illness in social and
economic burden by 2020, exceeding all diseases except ischemic
heart disease (Greden, 2001; Murray and Lopez, 1997). Despite
the fact that it affects up to 10% of the general population world-
wide, its pathogenic mechanism remains elusive (Kessler, 2012).
Consequently, research is now aimed at characterizing its
pathophysiology at the cellular and molecular level. There are
some hypotheses and pilot studies suggesting that cytokines may
play an important role in MDD (Gardner and Boles, 2011; Maes
et al., 1993; Rawdin et al., 2012; Maes, 1995), associated with other
alterations such as oxidative stress and mitochondrial dysfunction
(Gardner et al., 2003; Gardner and Boles, 2011; Rawdin et al.,
2012). A large body of evidence suggests that MDD is accompanied
by activation of inflammatory pathways, reflected by an increased
levels of inflammatory cytokines, such as Interleukin-1b (IL-1b),
IL-6 and TNFa (Dowlati et al., 2010; Maes et al., 1993; Rawdin
et al., 2012). Other small-scale studies also suggest antidepressant
effects of anti-inflammatory medications (Muller et al., 2006; Nery
et al., 2008), as well as anti-inflammatory effects of antidepres-
sants (Hannestad et al., 2011; Abbasi et al., 2012). Interestingly,
IL-1b is one of the two known cytokines, together with IL-18,
activated by the inflammasome complex. The inflammasome is a
protein complex that comprises an intracellular sensor, typically
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a Nod-like receptor (NLR), the precursor procaspase-1 and the
adaptor ASC. Inflammasome activation leads to the maturation of
caspase-1 and the processing of its substrates, IL-1b and IL-18
(Leemans et al., 2011). Of all the NLRs, NLRP3 is activated by the
most diverse array of danger signals. Mitochondrial dysfunction
and ROS have also been shown to be an important activator of
inflammasome-mediated inflammation (Zhou et al., 2011). In
agreement with these results, several mitochondrial alterations
have been described in patients and animal models of depression,
such as mitochondrial chain dysfunction, low levels of ATP or low
levels of Coenzyme Q10 (CoQ10) (Gardner et al., 2003; Maes et al.,
2009; Moreno-Fernández et al., 2012; Rezin et al., 2008). However,
it is not clear how mitochondrial alterations can be involved in the
depressive process.
Recently, a new inflammasome hypothesis of depression and
related comorbid systemic illnesses has been proposed by Iwata
and co-workers (Iwata et al., 2013). According to this hypothesis,
the inflammasome is a central mediator by which psychological
and physical stressors could contribute to the development of
depression (Iwata et al., 2013). The present study examined the
hypothesis to determine whether NLRP3 inflammasome is acti-
vated in peripheral bloods mononuclear cells (PBMC) from MDD
patients and the implication of mitochondrial oxidative stress. Fur-
thermore, we studied the effect of amitriptyline, a tricyclic antide-
pressant, on NLRP3 inflammasome activation.
2. Material and methods
2.1. Ethical statements
Written informed consents and the approval of the ethical com-
mittee of University of Seville were obtained, according to the prin-
ciples of the Declaration of Helsinki.
2.2. Patients
Twenty patients with major depression in first episode without
treatment with a DSM-IV diagnosis of melancholic depression
(DSM-IV code: F33) were collected from the Service of Psychiatry
of Hospital Virgen Macarena, in Seville, Spain. The diagnostic was
established by personal interview according to diagnostic criteria
of DSM-IV. In parallel, we select twenty patients treated with ami-
triptyline in order to evaluate the effect of the antidepressant in
inflammatory markers. All patients were also evaluated using the
Beck Depression Inventory (BDI) (41.5 ± 8.3 is the mean of all de-
pressed patients). Any suicide attempts were registered in all pa-
tients. All patients were recruited after a depressive episode.
Patients not treated were included consecutively after diagnosis
and before any antidepressant medication regimen was started. A
few men were included in this study because of the low number
of men affected by major depression in the Service of Psychiatry
of Hospital Virgen Macarena at the time of the study. Patients on
amitriptyline treatment were stable as confirmed by follow-up
outpatient clinics. All patients followed chronic amitriptyline
monotherapy treatment for a minimum of 10 months at doses con-
sidered clinically effective by their physicians. These doses were
highly homogeneous (62.5 ± 12 mg/d). Patients without treatment
had not taken medication before of the study and they were se-
lected in the first episode. All patients were at least 18 years of
age (age and sex in Table 1), and either they or their legal represen-
tatives gave informed consent to be included in the study. Blood
samples from twenty healthy volunteers (males/5, females/15)
were included in the study matching the age range, gender, ethnic-
ity, and demographics of the recruited patients. The protocol has
been carried out in accordance with the declaration of Helsinki
and approved by the ethical committee of our institution.
2.3. In vitro experiments
THP-1 cells were cultured at 37 C in a 5% CO2 atmosphere in
RPMI-1640 medium supplemented with L-glutamine, an antibi-
otic/antimycotic solution (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), and 10% fetal bovine serum. THP-1 cells were cultured with
5 mM ATP during 6 and 12 h with and without 0.5, 1 and 5 lM
amitriptyline.
2.4. Immunoblotting
Western blotting was performed using standard methods. After
protein transfer, the membrane was incubated with various pri-
mary antibodies diluted 1:1000, and then with the corresponding
secondary antibody coupled to horseradish peroxidase at a
1:10000 dilution. Specific protein complexes were identified using
the Immun Star HRP substrate kit (Biorad Laboratories Inc., Hercu-
les, CA, USA). Anti-GAPDH monoclonal antibody from Calbiochem-
Merck Chemicals Ltd. (Nottingham, UK). Anti-NLRP3 antibody from
Adipogen (San Diego, USA).
2.5. Serum and blood mononuclear cells isolation
Coagulated and non-coagulated bloods were collected after 12-
h fasting, between 8:00 and 10:00 AM from patients and healthy
age- and sex-matched control subjects, centrifuged at 3800 g for
5 min, and serum was stored at 80 C until testing. PBMC were
purified from heparinized blood by isopycnic centrifugation using
Histopaque-1119 and Histopaque-1077 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA).
2.6. IL-1b and IL-18 levels
IL-1b and IL-18 levels in serum or culture mediums were as-
sayed in duplicates by commercial ELISA kits (MyBioSource, Inc.,
CA, USA).
2.7. Real-time quantitative PCR
The expression of NLRP3 and caspase 1 gene was analyzed by
SYBR Green quantitative PCR using mRNA extracts of PBMC from
patients and controls. Total cellular RNA was purified from PBMC
using the Trisure method (Bioline, London, UK), according to the
manufacturer’s instructions. RNA concentration was determined
spectrophotometrically. In order to avoid genomic DNA contami-
nation, one microgram of total RNA from each sample was incu-
bated in gDNA wipeout buffer (Quantitect Reverse Transcription
Kit, Qiagen. Hilden, Germany) at 42 C for 5 min. RNA samples
were subsequently retrotranscribed to cDNA using QuantiTect Re-
verse Transcription Kit (Qiagen. Hilden, Germany). The thermal cy-
cling conditions used were: denaturation at 95 C for 20 s,
Table 1
Age, sex, doses and time on treatment at the moment of peripheral venous blood
isolation.
Control Non treated Amitriptyline
No. patients 20 20 20
Age (yrs) 57 ± 3 54.4 ± 10.1 53.5 ± 9.8
Sex (female/male) 18/2 18/2 19/1
BMI (kg/m2) 22.6 ± 5.1 23.3 ± 3.2 22.9 ± 3.9
Doses (mg/d) - - 62.5 ± 12
Months under treatment - - 12.1 ± 2.3
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alignment at 54 C for 20 s and elongation at 72 C for 20 s, for 40
cycles. NLRP3 primers were: 50- GGAGAGACCTTTATGAGAAAGCAA
-30 (forward) and 50- GCTGTCTTCCTGGCATATCACA -30 (reverse),
Caspase 1 were: 50- CCGAAGGTGATCATCATCCA -30 (forward) and
50- ATAGCATCATCCTCAAACTCTTCTG -30 (reverse) and IL-1b were:
50- TTACAGTGGCAATGAGGATGAC -30 (forward) and 50- GTCGGA
GATTCGTAGCTGGAT-30 (reverse). We used a second pair of beta-
actin primers as an internal control; forward: 50-CCA GAT CAT
GTT TGA GAC C-30 and reverse: 50- ATG TCA CGC ACG ATT TCC
C-30. All reactions were performed in duplicate. Reaction mixtures,
without RNA, were used as negative controls in each run.
Absence of genomic DNA contamination was confirmed by set-
ting up control reactions that do not contain reverse transcriptase.
Fold changes in the expression of genes of interest were calculated
using the DDCt method.
2.8. Mitochondrial ROS production
Mitochondrial ROS generation in PBMC and fibroblasts were as-
sessed by MitoSOX™ red, a red mitochondrial superoxide indica-
tor. MitoSOX Red is a novel fluorogenic dye recently developed
and validated for highly selective detection of superoxide in the
mitochondria of live cells (Mukhopadhyay et al., 2007). MitoSOX™
Red reagent is live-cell permeant and is rapidly and selectively tar-
geted to the mitochondria. Once in the mitochondria, MitoSOX™
Red reagent is oxidized by superoxide and exhibits red fluores-
cence. Approximately 1  106 cells were incubated with 1 lM Mit-
oSOX™ red for 30 min at 37 C, washed twice with PBS,
resuspended in 500 ll of PBS and analyzed by flow cytometry in
an Epics XL cytometer, Beckman Coultier, Brea, California, USA
(excitation at 510 and fluorescence detection at 580 nm).
2.9. Lipid peroxidation (LPO)
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels in plas-
ma and cells were determined by a method based on the reaction
with thiobarbituric acid (TBA) at 90–100 C using a commercial kit
from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI). TBARS are ex-
pressed in terms of malondialdehyde (MDA) levels. In these assays,
a MDA standard is used to construct a standard curve against
which unknown samples can be plotted.
2.10. Statistical analysis
Statistical analyses were performed using the SPSS package for
Windows (SPSS, Chicago, IL). Unless otherwise indicated, data rep-
resent the mean ± SEM. Statistical analysis of differences observed
between numeric parameters of all groups was performed by one-
way ANOVA using an all pairwise multiple comparison procedure
(Tukey’s test) for correction. The level of significance was set at
P < 0.05. Statistical analyses included Pearson’s correlations be-
tween IL-1b and IL-18 respect to BDI. Partial correlations for con-
trolling for confounder antidepressant effect were also performed.
3. Results
Forty patients and twenty healthy people (Control group) were
included in the study: major depression without amitriptyline
treatment (N/T group), and major depression with treatment (Ami-
Fig. 1. NLRP3-Inflammasome activation in PBMC from MDD patients. Panel A–B. NLRP3 and caspase 1 transcript expression levels relative to b-actin were determined by
real-time quantitative RT-PCR as described in Material and methods; n = 20 for control, n = 20 for MDD and n = 20 for amitriptyline treated MDD groups respectively. Panel C.
NLRP3 protein levels were analysed by Western blotting using PBMC from four representative patients, compared with a pool of 3 healthy age- and sex-matched control (CTL)
subjects. Panel D Mean of protein expression of all patients. Protein expression levels were quantified by densitometric analysis (IOD, integrated optical intensity) of three
different Western blots and normalized to GADPH signal. ⁄P < 0.001 between control and MDD patients; aP < 0.001 between MDD and amitriptyline treated patients. Data
represent the mean ± SD of three separate experiments.
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triptyline group). As shown in Table 1, there were no statistical dif-
ferences between groups according to age and sex. The N/T group
showed a significant increase of the BDI score (40.9 ± 5.9) com-
pared to both the Amitriptyline group (8.2 ± 4.6) and the control
group (3.4 ± 3.8) (d.f. = 110, F = 14.291, P < 0.001).
3.1. NLRP3 inflammasome is activated in PBMC from MDD patients
We found increased NLRP3 (P < 0.01) and caspase-1 (P < 0.01)
gene expression relative to b-actin in PBMC from MDD patients re-
spect to controls suggesting inflammasome activation (Fig. 1A and
B). Increased gene expression was also associated with increased
NLRP3 protein expression levels in PBMC from MDD patients
(Fig. 1C and D). Furthermore, other proteins involved in inflamma-
some and inflammation activation, such as IL-1b and IL-18, were
significantly increased in serum from MDD patients (Fig. 2A and
B). IL-1b and IL-18 serum levels showed high positive correlation
with BDI scores of MDD patients (Fig. 2C and D). This data suggests
that high IL1-b and IL-18 levels may have a role in the pathophys-
iology of MDD. However, we did not observe a significant correla-
tion between BDI and NLRP 3 or Caspase-1 gene expression levels
which may be due to the reduced number of samples.
3.2. Amitriptyline reduces NLRP3 inflammasome activation in MDD
patients
It has been previously reported that tricyclic antidepressants
(TCA) and SSRIs normalize serum levels of inflammatory cytokines
in depressed patients, as well as increase the production of anti-
inflammatory cytokines such as IL-10 (Hannestad et al., 2011;
Iwata et al., 2013). In this respect, we have studied the NLRP3
inflammasome activation in MDD patients treated with amitripty-
line. Patients showed NLRP3 and Caspase-1 gene down-regulation
after amitriptyline treatment respect to controls (Fig. 1A–B). Fur-
thermore, IL-1b and IL-18 serum levels were significantly reduced
respect to controls (Fig. 2A–B). Next, partial correlation analysis
was used to determine the strength of the association of BDI scores
with IL-1b and IL-18 serum levels, after controlling for amitripty-
line treatment. This association was reduced when controlling for
antidepressant treatment (r = 0.275; P < 0.21 and r = 0.309
P < 0.18 for IL-1b and IL-18 respectively).
To verify the effect of amitriptyline on NLRP3 up-regulation,
inflammasome was activated in THP-1 cells by treatment with
5 mM ATP in the presence or absence of amitriptyline (0.5, 1 and
5 lM) and NLRP3 expression levels were evaluated by Western
blot. Results showed that amitriptyline prevented the increased
NLRP3 protein expression levels induced by ATP in THP-1 cells
(Fig. 3A and B).
3.3. Oxidative stress in PBMC from MDD patients
In order to assess oxidative stress in MDD, we determined mito-
chondrial ROS production in PBMC from control and N/T group by
using MitoSOX, a mitochondrial superoxide indicator. Mitochon-
drial superoxide production was significantly increased in PBMC
from N/T group respect to controls (P < 0.001) (Fig. 4A). Addition-
ally, we determined LPO as a marker of oxidative stress-induced
membrane damage by mitochondrial ROS. Levels of LPO were sig-
nificantly higher in PBMC from N/T group (Fig. 4B). However, ami-
triptyline treatment was not able to reduce oxidative stress in
PBMC from MDD patients (Fig. 4A and B). Rather the opposite, ami-
triptyline treatment significantly increased ROS and LPO levels in
Fig. 2. Inflammatory cytokines in serum from MDD patients. Panel A–B. IL-1b and IL-18 levels in serum from control, non-treated and treated MDD patients were determined
by ELISA as described in Material and methods. n = 20 for control, n = 20 for MDD and n = 20 for amitriptyline treated MDD groups respectively. Data represent the mean ± SD
of three separate experiments. ⁄P < 0.001 between control and MDD, aP < 0.001 between MDD and amitriptyline treated patients. Panel C–D Correlation of IL-1b (C), and IL-18
levels (D) in serum from MDD patients with Beck Depression Inventory score. The correlation was established by calculating correlation coefficients.
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PBMC (Fig. 4B). Furthermore, we did not find any significant corre-
lation between oxidative parameters and inflammasome markers
in PBMC from MDD patients (data not shown).
4. Discussion
Recently, inflammasome has emerged as an unexpected sensor
for metabolic danger and stress. Indeed, it has been implicated in
the development of major diseases such as gout, type 2 diabetes
and obesity-induced insulin resistance. Moreover, the NLRP3
inflammasome is increasingly suspected of playing a major role
in other human pathologies such as cancer, cardiovascular diseases
and other systemic diseases (Menu and Vince, 2011), all of which
are comorbid systemic illnesses related with depression (Iwata
et al., 2013). In the present study, we found increase NLRP3 activa-
tion in PBMC from MDD patients, and increase serum levels of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1b and IL-18. The maturation
and release of IL-1b has been implicated in stress, depression and
central nervous system (CNS) dysregulation (Iwata et al., 2013).
Interestingly, IL-18 has also been observed to exacerbate CNS
inflammation (Jha et al., 2010) and activates both intrinsic and
extrinsic pro-apoptotic signaling pathways (Chandrasekar et al.,
2004). Furthermore, it has been suggested that apoptosis plays
an important role in the pathophysiology of depression (Shelton
et al., 2011; Szuster-Ciesielska et al., 2008). In this respect, activa-
tion of caspase-1 leads to the processing of IL-1b and IL-18 through
a process that is thought to be analogous to apoptosome formation
in response to apoptotic stimuli (Davis et al., 2011). However, there
are discrepancies regarding the pathological role of inflammation
in MDD (Raison and Miller, 2011). Because the relationship be-
tween distress and inflammation is bidirectional, depression en-
hances inflammation and inflammation promotes depression,
these discrepancies could be the result of the presence of sub-
groups of patients with different levels of psychological stress. Ele-
vations in pro-inflammatory cytokines and other inflammation-
related proteins in major depression were found in plasma and
cerebrospinal fluid (CSF) as well as in postmortem studies. Ele-
vated levels of pro-inflammatory cytokines persist after clinical
symptoms of depression are in remission and can also predict
the onset of a depressive episode (Raedler, 2011). Taken together,
these results suggest that individuals with increased inflammation
comprise a depressive subtype (Raison and Miller, 2011). Further-
more, it has been found that antidepressant treatment reduces ser-
um levels of IL-1b, but not TNFa, suggesting that IL-1b plays a
major role in treatment response (Hannestad et al., 2011) and it
can be used as a potential functional biomarker of depression
(Schmidt et al., 2011). In this respect, we studied the inflamma-
some activation in MDD patients treated with amitriptyline.
MDD patients showed reduced serum levels of IL-1b and IL-18,
and a significant reduction in NLRP3 and caspase-1 activation.
Partial correlation analysis showed that the association of BDI
scores with IL-1b and IL-18 serum levels was reduced when
controlling for antidepressant treatment, suggesting that in some
extend antidepressant can modulate inflammation levels. In
agreement with these results, it has been described that TCA and
SSRIs normalize serum levels of inflammatory cytokines in
depressed patients (Kenis and Maes, 2002; Raedler, 2011), and that
amitriptyline has anti-inflammatory effects and reduces IL-1b
serum levels (Vismari et al., 2012).
Several metabolic damages such as oxidative stress and ROS
production have been described to activate inflammasome (Zhou
et al., 2011). In order to explore the implication of oxidative stress
in inflammasome-mediated inflammation observed in MDD
patients, we determined several oxidative parameters in PBMC
from patients with MDD. We detected increased mitochondrial
ROS production and lipid peroxidation in PBMC from the N/T
group. However, we have not observed correlation between
mitochondrial ROS production and inflammasome activation.
Furthermore, amitriptyline treatment increased oxidative stress
Fig. 3. Effect of amitriptyline in NLRP3 inflammasome activation. Panel A and B. NLRP3 protein expression levels were determined in THP-1 after 6 and 12 h treatment with
5 mM ATP in the presence or absence of 5, 1 and 0.5 lM amitriptyline (Amit) by Western blotting. Panel C and D. Protein levels were quantified by densitometric analysis
(IOD, integrated optical intensity) of three different Western blots from three independent experiments and normalized to GADPH signal. ⁄P < 0.001 and ⁄⁄P < 0.01 between
control and MDD patients.
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despite reducing inflammasome activation. In agreement with this
hypothesis, it has been previously shown that antidepressants as
TCA and SSRIs induced oxidative stress and mitochondrial damage
(Li et al., 2012; Moreno-Fernández et al., 2012; Hroudova and Fisar,
2010).
Since a bidirectional relationship exists between mitochondria
and inflammation, it is very difficult to establish if the relationship
between depression and inflammation is due to a primary distur-
bance of inflammatory pathways, or secondary to an inflammation
due to a primary disturbance of mitochondrial function. According
to our data, mitochondrial dysfunction and oxidative stress in MDD
are independent events to inflammasome activation. Supporting
this hypothesis, it has been described that several inflammatory
cytokines such as, TNF-alpha and the inflammasome cytokine IL-
1b, induce mitochondrial dysfunction (Mairappan et al., 2009;
López-Armada et al., 2006).
According to our data, mitochondrial dysfunction is not in-
volved in inflammasome activation in MDD patients. Therefore,
we propose two alternative hypotheses of inflammasome activa-
tion. First, a psychological stress as inductor of increased IL-1b ser-
um levels (Iwata et al., 2013) and IL-18 (Kokai et al., 2002).
Molecular mechanisms by which psychological stress could induce
activation of inflammasome are unknown. One plausible hypothe-
sis would be to explore the role of molecules involved in NLRP3
inflammasome activation such as ATP release (Gombault et al.,
2013). In agreement with this hypothesis, Iwata and co-workers
have reported increased ATP levels in the hippocampus after stress
exposition (Iwata et al., 2013). Likewise, it could be interesting to
investigate the role of molecules involved in the pathophysiology
of MDD which could have potential to induce NLRP3 inflamma-
some activation. Supporting this hypothesis, it has been showed
that cortisol correlate with increased levels of IL-1b in hypotha-
lamic–pituitary–adrenal (HPA) axis dysregulation such as in anor-
exia nervosa (Limone et al., 2000). A second hypothesis recently
proposed by Gold et al. predicts that uncontrolled endoplasmic
reticulum stress (ER stress) response could contribute to the path-
ophysiology of MDD or bipolar disorders (Gold et al., 2012) and it
has been demonstated that ER stress has a major role in inflamma-
some activation (Menu et al., 2012). Interestingly, both hypotheses
could be interconnected because there are results which offer good
evidence of the activation of ER stress mechanisms after psycho-
logical stress (Pavlovsky et al., 2013).
However, we are aware of the limitation of our study. Given the
complexity of the disease, the reduced number of patients and the
importance of a rapid clinical approach of MDD patients, it is very
complicate obtain samples in similar conditions. Furthermore, we
have not controlled several variables as food consumption and
weight loss which may have influenced the results. Therefore, fur-
ther analysis involving more samples from MDD patients will be
required to confirm our findings. Indeed, our research group is cur-
rently working in this direction, on the basis of the conclusions of
the exploratory work discussed in this article.
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Abstract Depression is a major public health concern in
modern society, yet little is known about the molecular link
between this condition and neuroinflammation. The
inflammasome complex was recently shown to be implicated
in depression. The present study shows the implication of
NLRP3 inflammasome in animal model of stress-induced de-
pression. Accordingly, we show here that in the absence of a
NLRP3 inflammasome, prolonged stress does not provoke
depressive behaviors or microglial activation inmice or damp-
en hippocampal neurogenesis. Indeed, NLRP3 deletion or in-
hibition of microglial activation impairs the stress-induced
alterations associated with depression. According to these
findings in animal model, the inflammasome could be a target
for new therapeutic interventions to prevent depression in
patients.
Keywords Stress . Depression . Inflammasome .Microglia
Introduction
Exposure to stress provokes disturbances to physiological ho-
meostasis, and it may have a detrimental impact on certain
brain functions. Uncontrollable stress is a major contributing
factor for major depressive disorder (MDD) [1], a severe and
potentially debilitating psychiatric illness characterized by a
significant change in mood that is accompanied by other
symptoms, such as low self-esteem, anhedonia and disrupted
sleeping, eating, and cognition [2]. The growing social and
economic demands that are currently experienced in modern
society are being paralleled by increased stress, resulting in a
rapid rise in the prevalence of depression [3].
Recent evidence suggests that inflammation is an important
factor in the pathophysiology ofMDD and stress [4–6]. IL-1β
seems to be a key factor in the proinflammatory response to
psychological stress as it is a critical mediator of the
antineurogenic and depressive-like behaviors caused by stress
[5]. Together with IL-18, IL-1β is activated by the
inflammasome complex [7], a protein complex that comprises
an intracellular sensor, typically a NOD-like receptor (NLR),
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the procaspase-1 precursor, and the ASC adaptor.
Inflammasome has emerged recently as an unexpected sensor
for metabolic danger and stress. Indeed, it has been implicated
in the development of major diseases such as gout, type 2
diabetes, and obesity-induced insulin resistance and is increas-
ingly suspected of playing a major role in other human pathol-
ogies such as cancer, asbestosis, and Alzheimer’s disease [8].
Inflammasome activation leads to the maturation of caspase-1
and the processing of its substrates, IL-1β and IL-18. Of all
the NLRs, NLRP3 is activated by the most diverse array of
danger signals. Among the NLRs, it is NLRP3 that has been
found to be activated in MDD patients [9] and in rodent
models of depression [10, 11]. Indeed, the inflammasome
was recently proposed to be a central mediator by which psy-
chological and physical stressors could contribute to the de-
velopment of depression and co-morbid systemic illnesses [1].
Accordingly, we have assessed whether the NLRP3
inflammasome is necessary for the development of stress-
induced depression. To test this possibility, we evaluated the
effects of chronic restraint stress (RS) in nlrp3+/+ and nlrp3−/−
mice. Our results showed that depressive-related behaviors are
dependent on NLRP3 induction through a neuroinflammatory
response and impaired neurogenesis. In addition, pharmaco-
logical inhibition of the microglial neuroinflammatory re-
sponse prevents the molecular, cellular, and behavioral alter-
ations induced by chronic RS. Thus, our data indicate that the
NLRP3 inflammasome plays a pivotal role in stress-induced
depression, suggesting that NLRP3 may represent a new ther-
apeutic target to combat depressive disease.
Materials and Methods
Animal studies were performed in accordance with the Euro-
pean Union guidelines (2010/63/EU) and Spanish regulations
for the use of laboratory animals in chronic experiments (RD
53/2013 on the care of experimental animals: BOE 08/02/
2013). All experiments were approved by the local institution-
al animal care committee.
Animals and Drug Administration
Only male mice were used in these experiments, and the
Nlrp3−/− transgenic mice (on a C57BL/6 background) have
been described previously [12]. NALP3 targeting vector was
electroporated into C57BL/6 embryonic stem (ES) cells
(Ozgene). Homologous recombinant ES cells were identified
by Southern blot analysis and microinjected into C57BL/6
blastocysts. Offspring were backcrossed to C57BL/6 mice,
and germline transmission was confirmed by PCR of tail ge-
nomic DNA. Biological and phenotypic characteristics and
lifespan are currently characterizing. Additional details on
mice are given in reference 12.
Eight-week-old male C57/BL6/J mice weighing 25–30 g
were maintained on a 12 h light/dark cycle. To avoid potential
litter effects, each group came from different litters. After test-
ing, the mice were anesthetized with CO2 and sacrificed by
decapitation. Blood samples were collected for immediate
biochemical analysis, while the hippocampus and prefrontal
cortex (PFC) were isolated and frozen at −80 °C for further
analyses. For the minocycline experiments, mice were ran-
domly assigned to stressed saline-treated, stressed drug-treat-
ed, saline or minocycline groups, in which the mice received
daily intraperitoneal injections ofminocycline (10mg/kg; Sig-
ma-Aldrich) or of the vehicle alone (PBS).
Behavioral Assays
Behavioral analyses were performed in a room with constant
controlled noise and light. The testing apparatus was cleaned
with 70 % ethanol (Panreac Química S.A.U) between trials to
eliminate any influence of animal odor on the exploratory
behavior. All animals in each group were tested.
Immobilization Stress
Briefly, mice were confined in perforated 50-mL horizontal
conical tubes for 2 h each day over a total of 30 days. During
the 2 h period of stress by immobilization, both the stressed
and control groups were deprived of food and water, and
thereafter, food and water was provided ad libitum, and its
intake was monitored daily. Restraint stress was performed
at the same time each day, and it was not performed on the
day of sacrifice. Four days before the sacrifice, we started the
behavioral assays.
Forced Swimming Test
The forced swimming test (FST) employed was essentially
similar to that described elsewhere. Briefly, mice were placed
individually in a transparent 2-L glass cylinder (19-cm tall)
filled to a depth of 13 cm with water at 23 °C, and they were
left there for 15 min. Twenty-four hours later, the mice were
subjected to one 6-min session of swimming in water and they
were scored off-line by an observer blind to the treatment
considering minutes 2 to 6 of the session. Immobility was
defined as the minimal movement possible to stay afloat.
Social Interaction
Social interaction in pairs was performed in a neutral testing
cage (gray Plexiglas box, 30 cm×30 cm×30 cm), with each
mouse having been habituated to the testing cage for 10 min
on two consecutive days. One day after the last habituation
trial, two mice of the same genotype (the test and unfamiliar
mice) were placed into the testing cage and their interaction
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time was recorded over a period of 10 min, for example, the
time spent investigating, following, and grooming. During
this protocol, no aggressive behavior was observed. The inter-
action time was quantified off-line by two trained observers
blind to the treatments.
Sucrose Consumption Test
Three days before, the test mice were habituated to 1 % su-
crose for 48 h. After overnight fluid deprivation, the mice
were presented with two bottles containing 1 % sucrose or
tap water for 1 h and the volumes consumed were measured
the following morning. The amount of sucrose consumed was
normalized to that of water for each animal (calculated from a
1-h consumption test following overnight fluid deprivation).
Food Intake Test
Immediately after restraint stress, mice were allowed ad
libitum access to food for 60 min in a 6 cm diameter×
1.5 cm glass bowl. As described previously [13], food con-
sumption was calculated as the difference in the weight of the
food before and after, presenting the results relative to the
controls. After the test, the mice were allowed ad libitum ac-
cess to food.
Western Blotting
Western blotting was performed following a standard proto-
col, and after protein transfer, the membranes were probed
with anti-IL-1β (p17; Santa Cruz Biotechnology) diluted
1:1000; the binding of which was detected with the corre-
sponding horseradish peroxidase coupled secondary antibody
(diluted 1:10,000). Specific protein complexes were identified
using the Immun Star HRP substrate kit (Biorad Laboratories
Inc., Hercules, CA, USA), and the amount of protein was
normalized to GAPDH.
ATP Levels
ATP levels were determined in a bioluminescence assay with an
ATP determination kit (Invitrogen-Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Adenosine Levels
Homogenates (45 μL) were examined using HR-MAS oper-
ating at 4 °C to reduce metabolic degradation. 1H NMR spec-
troscopy was performed at 500.13 MHz using a Bruker
AMX500 spectrometer at 11.7 T. Samples were placed into
a 50 μL Zirconium oxide rotor using a rinsed cylindrical in-
sert, together with 10 μL of a 0.1 mM trimethylsilyl propionic
acid (TSP) solution in deuterium water (D2O) and spun at
4000 Hz to remove the effects of spinning side bands from
the acquired spectra.
Tominimize the metabolic changes, the shimming and NMR
preparation time were reduced to a minimum, while the sample
for NMR spectroscopy was chilled to 4 °C. A number of 2D
homonuclear and heteronuclear experiments were performed to
carry out component assignments, such as standard gradient-
enhanced correlation spectroscopy (COSY), proton total-
correlated spectroscopy (TOCSY) and carbon-proton gradient-
selected heteronuclear single quantum correlation (HSQC) pro-
tocols. Between consecutive 2D spectra, a control proton NMR
spectrum was always measured. Standard solvent-suppressed
spectra were grouped into 32,000 data points, averaged over
256 acquisitions, and the data acquisition lasted 13 min in total,
using a sequence based on the first increment of the nuclear
Overhauser effect spectroscopy (NOESY) pulse sequence to
suppress the water and additional presaturation pulse during
relaxation delay and mixing time. Sample acquisitions were
obtained using a spectral width of 8333.33 Hz prior to Fourier
transformation, and the free induction decay (FID) signals were
multiplied by an exponential weight function corresponding to













































































Fig. 1 Deletion of nlrp3 in mice prevents RS-induced depressive behaviors. a Sucrose preference, bmean immobility time, c social interactions, and d
food intake tests. The results are all shown as the mean ± SEM. ***p<0.001 (N=10 for each group)
Mol Neurobiol
Author's personal copy
singlet at a 0 ppm chemical shift. The spectra were analyzed in
MestReNova (rel. 9.0.1) and Phaseline (first and second order),
linebase (usingWhittaker smoother and, in most cases, automat-
ic detection of filter and smooth factors), and peak fitting to
Lorentzian shapes were applied using algorithms implemented
in such software.
Real-Time Quantitative PCR
The expression of the NLRP3 and IL-1β gene was analyzed by
SYBR Green qPCR of messenger RNA (mRNA) extracted
from the mouse hippocampus and PFC. Total cellular RNA


































































































































































































































Fig. 2 Deletion of nlrp3 in mice prevents RS-induced inflammasome
activation. a Quantification of nlrp3 and IL-1β mRNA in PFC and
hippocampus from nlrp3+/+ and nlrp3−/− submitted or not to RS. b
Quantification of active IL-1β (p17) protein levels. RS induced increases
levels of adenosine (c) and ATP (d) in hippocampus and PFC. All results
are showed as mean ± SEM. ***p<0.001 (N=10 for each group)
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London, UK), according to the manufacturer’s instructions. The
RNA concentration was determined spectrophotometrically and
to avoid genomic DNA contamination; 1 μg of the total RNA
from each sample was incubated for 5 min at 42 °C with gDNA
wipeout buffer (Quantitect Reverse Transcription Kit, Qiagen,
Hilden, Germany). RNA samples were subsequently reverse
transcribed to cDNA using a QuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The thermal cycling conditions
used were denaturation at 95 °C for 20 s, 40 cycles of priming at
54 °C for 20 s, and elongation at 72 °C for 20 s. The NLRP3
(NM_145827.3) and IL-1β (NM_008361.3) primers were used,
as well as beta-actin primers as an internal control
(NC_000071). All reactions were performed in duplicate, and
reaction mixes without RNAwere used as negative controls in
each run. The absence of genomic DNA contamination was
confirmed by setting up control reactions of RNA that had not
been reverse transcribed. The fold change in the expression of
the genes of interest was calculated using theΔΔCt method.
Immunohistochemistry and Histological Analysis
For immunohistochemistry (IHC), mice from each experi-
mental group were anesthetized and perfused with saline,
and their brain was removed and fixed by immersion for
24 h at 4 °C in 4 % paraformaldehyde prepared in
phosphate-buffered saline (PBS). The tissue was then
cryoprotected in 30 % sucrose-PBS for 2 days at 4 °C, and
coronal brain sections (50 μm) were then processed for free-
Fig. 3 Deletion of nlrp3 in mice
impairs RS-induced microglia
activation in the hippocampus and
PFC. Microglial cells and
neurogenesis were assessed by
immunohistochemistry against
Iba1 and DCX in brain tissue
from nlrp3+/+ and nlrp3−/− mice
subjected to RS over 30 days or
not. a, b Representative low
magnification microphotograph
of the PFC (a) and hippocampus
(b) and high magnification im-
ages of each experimental group.
In both cases, the box in the low
magnification images of the PFC
and hippocampus represents the
region quantified. In the low
magnification image of the
hippocampus, immature DCX+
cells are in black and microglia
are in gray. c The density of
microglial cells was quantified in
the PFC and rostral hippocampus.
d Microglial activation was
assessed on the basis of
morphology: Polarized and
hypertrophic microglia cells are
considered as activated. The
percentage of each microglial cell
type in each experimental group
was represented: *p<0.05,
**p<0.01, and ***p<0.001




floating IHC to detect Iba1 (1:1000, Wako Chemical, USA)
and doublecortin (DCX, 1:500 [sc-8066], Santa Cruz Biotech-
nology). Antibody staining for IHC was visualized with H2O2
and diaminobenzidine. To minimize variability, at least two
sections from the rostral hippocampus (from −1.58 to
−2.06 mm with respect to Bregma) or prefrontal cortex (1.94
to 1.70 mm with respect to Bregma) were analyzed per mice
(n=4 mice per group) under a bright-field DMRB RFY HC
microscope (Leica). For DCX cells, in each section, the total
number of positive cells in the entire dentate gyrus was quan-
tified using ImageJ software (downloaded as a free software
package from the public domain: http://rsb.info.nih.gov/ij/
Fig. 5 Minocycline treatment
inhibits the microglial activation
induced by RS. a High
magnification images of the PFC
and hippocampus from each
experimental group. b, c
Subchronic treatment with Mino
blocked the RS-induced
alterations in microglial cell
number (b) and microglia
activation (c) in the PFC and
hippocampus: *p<0.05,
**p<0.01, and ***p<0.001
(N≥6 per experimental group)
Fig. 4 Genetic deletion of nlrp3
prevents the impaired
neurogenesis induced by RS.
Hippocampal adult neurogenesis
was evaluated through the DCX+
cells in the dentate gyrus.
Changes in DCX+ cell density
relative to the sham control group




download.html). To determinate microglia activation, we used
the cell counter application of ImageJ, and the density of
ramified, polarized, and hypertrophied Iba1 positive cells
was counted in six images (40× magnification) from each
hippocampus and PFC.
Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using the SPSS package
for Windows (SPSS, Chicago, IL). Unless otherwise indicat-
ed, the data represent the mean ± SEM. The effects produced
by RS on measures from the different behavioral tests or bio-
logical parameters were evaluated with Tukey’s tests. Howev-
er, whenmore than one factor was included in the analysis, the
main and interaction effects were evaluated with two-way
repeated measures ANOVA. In these cases, Student’s t tests
were also applied for post hoc comparisons. Differences were
considered significant at p<0.05.
Results
To study the role of the inflammasome in depressive-related
behaviors induced by stress, we submitted mice to RS over
30 days. This protocol induced depressive-related behaviors that
were evident in nlrp3+/+ mice through the sucrose preference test
(p<0.01), the forced swimming test (p<0.001), and in social
interaction tests (p<0.001) and by a reduction in food intake
(Fig. 1a–d). Interestingly, these behavioral alterations were not
detected in nlrp3−/− mice (Fig. 1a–d). Indeed, it was noteworthy
that in nlrp3+/+ mice submitted to RS, there was a significant
increase in NLRP3 and IL-1β mRNA expression in the PFC
and hippocampus (p<0.001; Fig. 2a), as well as enhanced IL-
1β protein maturation (Fig. 2b). RS also increased the amount of
adenosine in the PFC and hippocampus (Fig. 2c), a key regulator
of inflammasome activity [14], with a consequent increment in
ATP levels in both these brain areas (Fig. 2d). Interestingly, no
such increase in NLRP3, IL-1β, and ATP levels were produced
in nlrp3−/− mice following RS (Fig. 2a–d).
Recently, microglia has been implicated in the development
of depressive-like behaviors and neuroinflammation [15, 16].
Our study revealed that chronic RS decrease microglial cell den-
sity, as reflected by the Iba1+ cells in the PFC of nlrp3+/+ mice
(138.33±7.51 in the controls and 104.44±5.71 in mice subjected
to RS; t(8)=3.66, p=0.006: Fig. 3a–c). However, RS appeared to
provoke microglial activation, evident as an increase in the per-
centage of polarized and hypertrophic Iba1+ cells in the PFC and
hippocampus of nlrp3+/+ mice (t(8)=2.96, p=0.018 for PFC and
t(8)=4.21, p=0.002 for hippocampus; Fig. 3d). Interesting, all
this alterations in microglial parameter found in PFC and hippo-
campus of nlrp3+/+ submitted to RS were not observed in nlrp3−/
− mice after the same manipulation. As microglia activation is a
negative regulator of adult hippocampal neurogenesis [17–19]
and adult hippocampal neurogenesis has been associated with
depressive behaviors [20], we studied the number of immature
DCX+ neurons in the hippocampal dentate gyrus as neurogenesis
marker. There was an ∼20 % decrease in the number of DCX
expressing cells in Nlrp3+/+mice submitted to RS (t(8)=3.06, p=
0.015: Fig. 4), which was not observed in mice lacking NLRP3;
moreover, these latter mice did not display any alteration in either
microglia density or activation as a result of RS.
Finally, to assess the role of microglia in inflammasome
activation and the induction of stress-induced depression, we
administrated minocycline (Mino) to the mice, the most com-
mon inhibitor of microglial activation. Subchronic treatment
with Mino prevented the RS-dependent microglial activation
(Fig. 5a–c) and the increase in inflammasome expression and
activity in the PFC and hippocampus (Fig. 6a, b). Consequent-
ly, mice submitted to RS that received Mino did not show any
impairment in neurogenesis (Fig. 7) or depressive-like behav-
ior in the forced swimming test (Fig. 8).
Discussion
The inflammasome has emerged as an unexpected sensor for
metabolic danger and stress [1, 7], and indeed, it has been
Fig. 6 Minocycl ine treatment inhibits the appearance of
neuroinflammation markers induced by RS. a The expression of nlrp3
and IL-1βmRNA in the PFC and hippocampus of sham controls or mice
subjected to RS in the presence or absence of Mino. b Changes in active
IL-1β in the PFC and hippocampus of the sham control or the mice
subjected to RS in the presence or absence of Mino administration:




implicated in the development of major diseases such as gout,
type 2 diabetes, and obesity-induced insulin resistance [21].
Moreover, the NLRP3 inflammasome is increasingly
suspected to play a major role in other human pathologies
such as cancer, cardiovascular diseases, and other systemic
diseases [21], all of which are co-morbid systemic illnesses
related to depression [1].
In the present study, we have assessed the implication of
the NLRP3 inflammasome and microglial activation in stress-
dependent depressive behavior. Depression is widely accepted
to be caused by neurochemical imbalances in different regions
of the brain, particularly in the PFC and hippocampus that are
known to control mood, anxiety, cognition, and fear [22].
Impaired hippocampal neurogenesis and microglial activation
seem to be associated with the development of stress-
dependent depressive behaviors [20, 23]. Accordingly, RS
shows dentate gyrus adult immature neuron impairment, sug-
gesting neurogenesis decrease, in correlation with depressive
behavior. The exact effect of stress on the different stages of
neurogenesis is still unclear, although increased levels of IL-
1β in the hippocampus may be responsible for the impaired
neurogenesis, as already described [5, 19, 24]. This hypothesis
was also suggested by the absence of stress-induced impair-
ment of neurogenesis and depression in the nlrp3−/− mice and
in minocycline-treated mice, probably as a consequence of the
decreased IL-1β mRNA and peptide basal levels and the lack
of stress-induced IL-1β production.
Microglial cells are ubiquitous throughout the brain, and the
NLRP3 inflammasome is constitutively expressed in macro-
phages and microglia, the resident macrophages in the CNS
[11]. Moreover, recent studies demonstrated that stress induces
microglial activation in several regions of the CNS [16, 23].
Our results show that the NLRP3 inflammasome is activated
by RS together with an important increment in ATP, one of the
most important stimuli of inflammasome activation [14] and
an inducer of microglial activation [25, 26]. Genetic and phar-
macological approaches have shown that microglial NLRP3
inflammasome activation mediates the IL-1β-related CNS in-
flammation induced by chronic stress [11]. Here, we demon-
strate that microglial activation required functional NLRP3 and
that activation of the NLRP3 inflammasome plays a pivotal
role in the development of stress-dependent depressive behav-
iors in mice. Genetic depletion of the NLRP3 inflammasome
or pharmacological inhibition of microglia activation block the
reduced number of hippocampal immature neurons and im-
pairs the microglial activation and depression-like behavior
induced by repetitive stress. While the microglial changes in
the PFC are apparently contradictory observations, a de-
crease in microglial number and an increase in IL-1β ex-
pression, this may indicate that activated microglial cells are
the principal source of the IL-1β produced [15].
In conclusion, our results together indicate that activation
of NLRP3 plays a pivotal role in the development of
depressive-like behavior and in the cellular and molecular
alterations associated with depression. These data suggest that
the microglial inflammasome is probably a central element in
the development of stress-induced depressive behaviors, and
thus, the NLRP3 inflammasome may represent a novel thera-
peutic target to manage depression.
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Abstract 
Major Depressive Disorder (MDD) is a prevalent disease whose pathogenic mechanism 
remains elusive.In recent years an important role has been attributed to neuro-
inflammation, specifically the NLRP3-inflammasome complex, in the pathogenesis of 
MDD, and therefore immunomodulation has emerged as a potential key pathway in the 
treatment of this disorder.In this respect our study proposes the evaluation of commonly 
antidepressants (fluoxetine, paroxetine, mianserin, mirtazapine, venlafaxine, 
desvenlafaxine, amitriptyline,imipramine or agomelatine) in the NLRP3 inflammasome 
complex in an in vitro model of THP-1 cells stimulated by ATP in a stress-induced 
depressive behavioral animal modeland MDD patients. Two hundred and fourteen 
patients MDD patients were selected for this study. The inflammasome activation was 
studied by western blot and real-time PCR of NLRP3 and serum levels of IL-1β and 18. 
Antidepressant induced an important inflammasome inhibition by IL-1β and 18 release 
reduction anddecrement of NLRP3 and IL-1β (p17)protein expression. This effect was 
also observed in stress-induced depressive behaviour and inflammasome activation in 
C57Bl/6 mice in vivo. The experimental data observed in MDD patients treated with the 
same antidepressants, with an interesting negative correlation between IL-1β and 
serotonin levels from MDD patients. A large body of evidence suggests an anti-
inflammatory effect of some antidepressants showed by IL-1β, IL-6 and TNF-α. 
Altogetherour data suggests NLRP3-inflammasome as a biomarker system to evaluate 
the antidepressant treatment response in MDD patients. Monitoring the NLRP3 
expression levels and/or IL-1β/IL-18 release could help to the antidepressant election. 
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Introduction 
Major depressive disorder (MDD) is a severe and potentially debilitating psychiatric 
illness that is characterized by a significant change in mood accompanied by other 
symptoms such as low self-esteem, anhedonia, disrupted sleeping, eating and cognition. 
It has been estimated to be the second major illnessin social and economic burden by 
2020, exceeding all diseases except ischemic heart disease (Greden, 2001; Murray and 
Lopez, 1997).Despite the fact that it affects up to 10% of the general population 
worldwide, its pathogenic mechanism remains elusive (Kessler, 2012).Antidepressant 
therapy is an essential treatment of major depression.However,despite the increasing 
variety of antidepressants currentlyavailable, only a third of patients respond adequately 
totreatment, and up to half of them relapse within 1 year or suffer from severe side 
effects (Thase, 2006). A number of studies have investigated the useof genetic markers 
to predict therapy outcome, i.e.antidepressant drug response, in major depression. 
Accumulating evidence suggests the involvement of inflammatory processes and 
cytokines in the pathophysiology of MDD and resistance to antidepressant treatment 
(Wang et al., 2011).In certain forms of depression, the increased interleukin-1β 
signaling has shown to drive the resistance to SSRI´s (Pineda et al., 2012).Interestingly, 
IL-1β is one of the two known cytokines, together with IL-18, activated by the 
inflammasome complex. The inflammasome is a protein complex that comprises an 
intracellular sensor, typically a Nod-like receptor (NLR), the precursor procaspase-1 
and the adaptor ASC. Inflammasome activation leads to the maturation of caspase-1 and 
the processing of its substrates, IL-1β and IL-18 (Leemans et al., 2011). Of all the 
NLRs, NLRP3 is activated by the most diverse array of danger signals. Recently, the 
activation of NLRP3 inflammasome in blood mononuclear cells (BMCs) from 
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depressive-like behaviors (Alcocer-Gómez et al., 2013) has been demonstrated 
suggestingthis findings a new insight into the pathogenesis ofMDD. 
We hypothesize that antidepressant can to induce a low modulation of inflammasome 
complex suggesting a new therapeutic target for the prevention and treatment of MDD. 
Furthermore the inflammasome complex could be a biomarker to evaluate the 
effectiveness of and resistance to antidepressants. We evaluate this hypothesis using an 
in vitro model of inflammasome activation with ATP in which, we will use several 
common antidepressants, and then extrapolate our in vitro data in patients treated with 
these antidepressants. 
Material and methods. 
Ethical Statements 
Written informed consent and the approval of the ethical committee of University of 
Seville were obtained prior to study, according to the principles of the Declaration of 
Helsinki. 
Patients 
Twenty patients with major depression in first episode without treatment with a DSM-
IV diagnosis of melancholic depression (DSM-IV code: F33) were collected from the 
Service of Psychiatry of Hospital Virgen Macarena, in Seville, Spain. The diagnosis 
was established by personal interview according to diagnostic criteria of DSM-IV. In 
parallel, we select one hundred ninety four patients treated with fluoxetine (20 patients), 
paroxetine (17 patients), mianserin (18 patients), mirtazapine (15 patients), venlafaxine 
(20 patients), desvenlafaxine (21 patients), amitriptyline (20 patients),imipramine (20 
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antidepressant in inflammasome markers. Any suicide attempts were registered in all 
patients. All patients were recruited after a depressive episode. Patients not treated were 
included consecutively after diagnosis but before any antidepressant medication 
regimen was started. There were low numbers of men included in this study because of 
the low number of men affected by major depression in the Service of Psychiatry of 
Hospital Virgen Macarena at the time of the study. Patients on antidepressants treatment 
were stable as confirmed by follow-up outpatient clinics.  All patients followed chronic 
antidepressants monotherapy treatment for a minimum of 6 months at doses considered 
clinically effective by their physicians. These doses were highly homogeneous in the 
different antidepressants (Table 2). Patients without treatment had not taken medication 
before of the study and they were selected in the first episode. All patients were at least 
18 years of age (age and sex in Table 1), and either they or their legal representatives 
gave informed consent to be included in the study. Blood samples from twenty healthy 
volunteers (males/5, females/15) were included in the study matching the age range, 
gender, ethnicity, and demographics of the recruited patients. The protocol has been 
carried out in accordance with the Declaration of Helsinki and approved by the ethical 
committee of our institution. 
In vitro experiments 
THP-1 cells were cultured at 37ºC in a 5% CO2 atmosphere in RPMI-1640 medium 
supplemented with L-glutamine, an antibiotic/antimycotic solution (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO, USA), and 10% fetal bovine serum. THP-1 cells were cultured with 
5mM ATP during 12h with and without 1µM fluoxetine, paroxetine, mianserin, 
mirtazapine, venlafaxine, desvenlafaxine, amitriptyline,imipramine or agomelatine. 
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Coagulated and non-coagulated bloods were collected after 12-hours fasting, between 
8:00 and 10:00 AM from patients and healthy age- and sex-matched control subjects, 
centrifuged at 3800 g for 5 min, and serum was stored at − 80 °C until testing. BMCs 
were purified from heparinized blood by isopycnic centrifugation using Histopaque-
1119 and Histopaque-1077 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). 
Immunoblotting 
Western blotting was performed using standard methods. After protein transfer, the 
membrane was incubated with various primary antibodies diluted 1:1000, and then with 
the corresponding secondary antibody coupled to horseradish peroxidase at a 1:10000 
dilution. Specific protein complexes were identified using the Immun Star HRP 
substrate kit (Biorad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Anti-GAPDH monoclonal 
antibody from Calbiochem-Merck Chemicals Ltd. (Nottingham, UK). Anti-NLRP3 
antibody from Adipogen (San Diego, USA).Anti-IL-1β (p17) antibody from (Santa 
Cruz Biotechnology). 
IL-1β and IL-18 levels  
IL-1β and IL-18 levels in serum or culture mediums were assayed in duplicates by 
commercial ELISA kits (MyBioSource, Inc., CA, USA). 
Serotonin levels  
Serotonin levels in cells were assayed in duplicates by commercial ELISA kits 
(GenWay, San Diego, CA, USA) 
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The expression of NLRP3 gene was analyzed by SYBR Green quantitative PCR using 
mRNA extracts of BMCs from patients and controls. Total cellular RNA was purified 
from BMCs using the Trisure method (Bioline, London, UK), according to the 
manufacturer’s instructions. RNA concentration was determined 
spectrophotometrically. In order to avoid genomic DNA contamination, one microgram 
of total RNA from each sample was incubated in gDNAwipeout buffer (Quantitect 
Reverse Transcription Kit, Qiagen. Hilden, Germany) at 42 °C for 5 min. RNA samples 
were subsequently retrotranscribed to cDNA using QuantiTect Reverse Transcription 
Kit (Qiagen. Hilden, Germany). The thermal cycling conditions used were: denaturation 
at 95°C for 20 s, alignment at 54°C for 20 s and elongation at 72°C for 20 s, for 40 
cycles. NLRP3 primers were: 5’-GGAGAGACCTTTATGAGAAAGCAA -3’ 
(forward) and 5’-GCTGTCTTCCTGGCATATCACA -3’ (reverse). We used a second 
pair of beta-actin primers as an internal control; forward: 5’- CCA GAT CAT GTT 
TGA GAC C-3’ and reverse: 5’- ATG TCA CGC ACG ATT TCC C-3’. All reactions 
were performed in duplicate. Reaction mixtures, without RNA, were used as negative 
controls in each run. 
Absence of genomic DNA contamination was confirmed by setting up control reactions 
that do not contain reverse transcriptase. Fold changes in the expression of genes of 
interest were calculated using the ΔΔCt method. 
Behavioral assays 
Behavioral analyses were performed in a room with constant controlled noise and light. 
The testing apparatus was cleaned with 70% ethanol (PanreacQuímica S.A.U) between 
trials to eliminate any influence of animal odor on the exploratory behavior.All animal 
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Eight-week-old male C57/BL6/J mice weighing 25-30 g were maintained on a 12 h 
light/dark cycle. To avoid potential litter effects, each group came from different litters. 
After testing, the mice were anesthetized with CO2 and sacrificed by decapitation. 
Blood samples were collected for immediate biochemical analysis.For the 
antidepressants treatment, mice were randomly assigned to stressed saline-treated, 
stressed drugs-treated, and no stressed-no treated, in which the mice received daily 
intraperitoneal injections of antideperssants (10mg/kg: Sigma-Aldrich) or of the vehicle 
alone (PBS). The pharmacological treatment was applicated after 30 days of restraint 
stress. 
Immobilization stress 
Briefly, mice were confined in perforated 50 mL horizontal conical tubes for 2 h each 
day over a total of 30 days. During the 2 h period of stress by immobilization, both the 
stressed and control groups were deprived of food and water, and thereafter, food and 
water was provided ad libitum and its intake was monitored daily. Restraint stress was 
performed at the same time each day and it was not performed on the day of sacrifice. 
Forced swimming test 
The forced swimming test (FST) employed was essentially similar to that described 
elsewhere. Briefly, mice were placed individually in a transparent 2 l glass cylinder (19 
cm tall) filled to a depth of 13 cm with water at 23 °C, and they were left there for 15 
min. 24h later, the mice were subjected to one 6 min session of swimming in water and 
they were scored off-line by an observer blind to the treatment considering minutes two 
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Statistical analyses were performed using the SPSS package for Windows (SPSS, 
Chicago, IL). Unless otherwise indicated, data represent the mean ± SEM. Statistical 
analysis of differences observed between numeric parameters of all groups was 
performed by one-way ANOVA using an all pairwise multiple comparison procedure 
(Tukey’s test) for correction.The level of significance was set at p< 0.05. Statistical 
analyses included Pearson’s correlations between IL-1β respect to serotonin levels. 
Results 
Antidepressants reduces NLRP3-inflammasome activation in vitro  
After inflammasomeactivation in THP-1 cells (a human monocytic cell line) by 
treatment with 5mM ATP during 12h we studied the effect of the co-treatment with 
Fluoxetine and paroxetine (SSRIs), Mianserin and Mirtazapine (TeCAs), Venlafaxine 
and Desvenlafaxine (SNRIs), Amitriptyline and Imipramine (TCAs) and Agomelatine 
(Figure 1). All drugs were used 1µM to approach clinically relevant blood levels of 
these antidepressants. IL-1β and IL-18 release induced by ATP treatment was reduced 
by all antidepressants; however we observed the most significant reduction about IL-1β 
with Mirtazapine (TeCA) (76%) and Fluoxetine (SSRI) (67%). Mianserin (TeCA) and 
Agomelatine induced a reduction about 61% of IL-1β, Imipramine 59% and 
Amitriptyline (TCAs), Paroxetine (SSRI), Venlafaxine and Desvenlafaxine (SNRIs) 
induced about 51% of reduction (Figure2A). Similar results were observed in IL-18 
levels (Figure 2B), so it is interesting that our results did not show a correlation between 
families of antidepressants. As IL-1β and IL-18 are the downstream products from 
inflammasome activation we studied the NLRP3 and active form of IL-1β (p17) 
proteinexpression after antidepressants treatment with respect to ATP treatment. The 
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(p17) protein over-expression levels induced by ATP in THP-1 cells (Figure 3A and B), 
continuing the trend observed in IL-1β and IL-18. 
In order to study the effects of antidepressants in inflammasome activation in an in vivo 
model and according with in vitro results we induced an animal model of depressive-
related behaviors by stress treatment.This was performed in mice usingrestraint stress 
(RS) over 30 days. The protocol induced depressive-related behaviors in stressed mice 
through the forced swimming test (P<0.001) (Figure 4A). Mice submitted to RS showed 
a significant increase in IL-1β serum levels (P<0.001) compared to controls (Figure 
4B). 
Antidepressants reduces NLRP3-inflammasome activation in patients with MDD 
According to these results in in vitro and in vivo models, we have evaluated the effect 
of antidepressants in several depressive patients treated with all assayed antidepressants 
in vitro. Two hundred and fourteen patients with MDD were included in the study. 
Table 1 show data according to age and sex distribution of the patients.The patients 
were distributed according to pharmacological treatment: Non-treated (20 patients), 
fluoxetine (20 patients), paroxetine (17 patients), mianserin (18 patients), mirtazapine 
(15 patients), venlafaxine (20 patients), desvenlafaxine (21 patients), amitriptyline (20 
patients),imipramine (20 patients) or agomelatine (18 patients). According to our 
experimental data, antidepressant induced an important reduction of inflammasome 
activation by an inhibition of IL-1β and IL-18 (Figure 5A and B). Furthermore, serum 
results were accompanied by a significant decrement in NLRP3 mRNA expression in 
BMCs (Figure 5C). 
Interestingly, in a representative sample, IL-1β serum levels showed high negative 
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suggests that increased inflammasome levels may be a biological marker for 
antidepressant response in MDD. 
Discussion 
Inflammasomes have an important role in innate immunity, but their aberrant activation 
is linked to chronic inflammatory diseases. Recently, inflammasomes have emerged as 
unexpected markers for metabolic danger and stress. Indeedit has been implicated in the 
development of major diseases such as gout, type-2 diabetes and obesity-induced 
insulin resistance. Moreover the NLRP3 inflammasome is increasingly suspected of 
playing a major role in other human pathologies such as cancer, cardiovascular diseases 
and other systemic diseases (Menu et al., 2011), all of which are comorbid systemic 
illnesses related with depression (Iwata et al., 2012). These findings have increased the 
urgency of finding inhibitors of inflammasomes as a therapeutic option. A large body of 
evidence suggests that MDD is accompanied by activation of inflammatory pathways, 
reflected by increased levels of inflammatory cytokines, such as IL-1β, IL-6 and TNFα 
(Dowlatiet al., 2010; Maes et al., 1993;Rawdin et al., 2012).However, it has been found 
that antidepressant treatment reduces serum levels of IL-1β, but not TNFα and IL-6, 
suggesting that IL-1β plays a major role in treatment response (Hannestad et al., 2011) 
and it can be used as a potential functional biomarker of depression (Schmidt et al., 
2011). Because IL-1β is cytokine activated by the inflammasome complex, we could 
hypothesize the implication of inflammasome in the effectiveness of antidepressant 
treatment.In this sense, higher levels of proinflammatory cytokines have shown to 
predict lack of future response to antidepressants (Cattaneo et al., 2013).Recently, the 
Genome-based TherapeuticDrugs for Depression (GENDEP) study showed the utility of 
gene expression (blood mRNA) of several selected genes, including inflammatory genes 
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potential inhibitor effect of different antidepressants uponIL-1β and IL-18 release in 
patients, cells and stress-induced depressive behaviors animal model. This cytokine 
release was accompanied by protein expression of the principal inflammasome stress 
inductor NLRP3 and a reduction of mRNA NLRP3 expression in MDD patients. This 
has implications for the utility of NLRP3 gene expression to evaluate the antidepressant 
response. Our results did not show a correlation between families of antidepressants and 
inflammasome reduction, showing a different inhibition grade with different drugs.  
From this finding our data support the idea of a personalized-medicineapproach to the 
treatment of depression according to the personal grade of the inflammasome activation 
in the patients. 
We also show a negative correlation between serotonin content in cells (which cells?) 
and IL-1β release in the treated patients, which we can interpret as serotonin level 
recuperation according to inflammasome inhibition. As cytokineshave been shown to 
alter tneurotransmitter concentrations, resulting in a hyposerotonergicreponse in several 
psychiatric process such as depression or obsessive-compulsive disorder (Réus et al., 
2015; Rao et al., 2015).  Research into the role of tryptophan degradation and the 
kynurenine pathway in the setting of inflammation has brought new insight into 
potential etiologies of MDD and could explain the data presented here. 
Given the central importance attributed to neuroinflammationin the pathogenesis of 
MDD immunomodulationhas emerged as a potential key pathway in the treatment ofthis 
disorder. We have tested several different antidepressants but the molecular mechanism 
by which antidepressants inhibit inflammasome complex remains elusive and could be 
due to different mechanisms. It is known that glial cells are a major source of CNS 
inflammatory cytokines (Ransohoff and Brown, 2012) and IL-1β is released primarily 
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be responsible for the NLRP3 inflammasome activation and mediator of IL-1β-related 
CNSinflammation (Pan et al., 2014). By this mechanism the regulatory effect in 
microglia induced by antidepressant treatment could explain the inhibitory effect 
(Dubovický et al., 2014; Ramirez et al., 2015; Lee et al., 2015). 
Our study shows results consistent with previousstudies that report anti-inflammatory 
effect of the different separate antidepressants and related to different cytokines.  This is 
the first study that shows a comparative effect of all different antidepressants in in vitro 
and in vivo experiments, and the inflammasome complex activation in clinically 
appropriate doses (Schulz et al., 2012; Horowitz et al., 2014).  
However we are aware of some limitations of this study. Given the complexity of the 
disease the reduced number of patients and the importance of a rapid clinical approach 
of MDD patients, it is very complicated obtain samples in consistent conditions. 
Furthermorewe have not controlled several variables as food consumption and weight 
loss that may have influenced the results. Therefore further analysis involving more 
samples from MDD patients will be required to independently confirm our findings, and 
currently our research group is working in this direction on the basis of the conclusions 
of the exploratory work discussed in this article. 
In conclusion our study proposes NLRP3-inflammasome as a biomarker system to 
evaluate the antidepressant treatment response in MDD patients. Monitoring the NLRP3 
expression levels and/or IL-1β/IL-18 release could help to the antidepressant election. 
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Parameter  Controls   MDD 
Age (years)  45.5 ± 6.1  46.1 ± 8 
BMI (kg/m
2
)  23.2 ± 2.5  22.9 ± 1.2 
Sex (male/female) 5/15  50/164 
Months under treatment ---  7.1 ± 1.2 
IL-1β  3.2 ± 2.5  22.9 ± 1.2 
IL-18 2.7 ± 1.5  26.6 ± 8.3 


































































  Alcocer-Gómez et al 
 
Figures 
Figure 1. Molecular structureoftheselectedantidepressants. 
Figure 2. Effectofantidepressants in IL-1βand IL-18 medium release. A.IL-1β 
levels were determined in THP-1 after 12h treatment with 5mM ATP in the presence or 
absence of 1µM of the different antidepressants.B.IL-18 levels were determined in 
THP-1 after 12h treatment with 5mM ATP in the presence or absence of 1µM of the 
different antidepressants determined by ELISA as described in Material and 
methods.Data represent the mean±SD of three separate experiments.  
*
p < 0.001 and
**
p 
< 0.01 between ATP and antidepressants treatment. 
Figure 3. Effectofantidepressantsin theNLRP3-Inflammasome activation. 
A.NLRP3 protein expression levels were determined in THP-1 after 12h treatment with 
5mM ATP in the presence or absence of 1µM of the different 
antidepressants.B.Quantification of active IL-1β (p17) protein levels.Data represent the 
mean±SD of three separate experiments.  
*
p < 0.001 and
**
p<0.01 between ATP and 
antidepressants treatment. 
Figure 4. Effect of antidepressants in mice prevents RS-induced depressive 
behaviors. A.Mean immobility time. B.IL-1βserum levels. The results are all shown as 
the mean±SD. *p<0.001and 
**
p < 0.01between stress group and antidepressants (N=10 
for each group). 
Figure 5.Effectofantidepressantsin the inflammasomeactivationof MDD patients. 
Aand B. IL-1 and IL-18 levels in serum from non-treated and treated MDD patients 
were determined by ELISA as described in Material and methods.C. NLRP3 transcript 
expression levels relative to β-actin were determined by real-time quantitative RT-PCR 






































































p < 0.001 and
**
p<0.01 between non treated and antidepressants 
treatment.D.Correlation of IL-1βin serum from MDD patients with serotonin serum 
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